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序論
　コレラ菌（Vibrio　cho1搬e）は、猛烈な下痢を主症状とする急性伝染病榊コレ
デの原因菌として1883年Robert　K㏄hらによって初めて分離された。コレラ菌
は分類学的には、8雛gey害s鰯翻峨ユo重Syste鰯tic胎c柘d〇五⑰駆（第9版）mに
おいて、胎虹五y　H．Vi虹io鵬ce鎚，Ge脳s亙．Vi虹io争S瞬ci鵠LVi虹i◎ch◎！脱鎚
として分類されている。本菌は、生物学的性状の相違からアジア型または古典型
（趾眺鞭e幽五e臓e）とエルトール型（距的鰐出〇五）の2つの生物型に分類され
ている。翫眺y瞬ch⑪五艇粥は、インド1ベンガル地方を原発地として起こったコ
レラの第五次から第6次までの世界的大流行（曾鋤細醐）の原因菌である。また、
翫眺y鰐e五切ユはインドネシアのセレベス島に端を発する第7次世界大流行の原
因菌であり、現在もなお東南アジアはもとよりアフリカや南アメリカにおいて猛
威を振るっている。コレラは、元来インド亜大陸ことにベンガル地方における風
土病であった。しかし、前述の様にコレラは大航海時代以来たびたび全世界的な
親模で大流行を繰り返し、コレラ流行の制圧、ことにコレラワクチンの開発など
は他の感染症に比べて立ち後れているのが現状である。さらには、近代になって
交通機関の発達とそれに伴う流行地域への旅行者の増大や、これら感染地域から
の生鮮食料晶の輸入の増加などによって、通常はコレラの流行が見られない先進
国においても輸入感染症として流行する事例も少なくない、我が国においても、
遇去何圓かの大小の流行を繰り返したが、その親模は小さくなり粥復員コレラ蝪
を最後にコレラは影をひそめたかのように見えた。しかし、近年、輸入生鮮食晶
や海外旅行者によるコレラがあいついで発生し、その中でも平成3隼千葉苗神奈
川を申心とするコレラ集団発生は記憶に新しい。
　コレラ菌は、耐熱性の菌体表層抗原であるO抗原の相違によって01グループ
と閥㎝一〇且グループに大別される121。前述の急性伝染病’’コレラ”の原因菌
はO王グループ1コレラ菌（01コレラ菌）であり、本邦において榊コレラ菌”
とはこの0！コレラ菌を指す。更に、〇五コレラ菌は、その生物型とは無関係に
オガワ型（オガワ）とイナバ型（イナバ）の2つのO抗原型（血清型）に細分類
されている。O且コレラ菌のO抗原は、グループ抗原因子A、オガワ特異抗原因
子Bおよびイナバ抗原因子Cの3つの抗原因子から構成されており、才ガワおよ
1
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びイナバのO抗原構造はそれぞれA・B・（c）およびA・Cの抗原式によって表される
ことが菌体凝集反応と凝集素吸収試験によって確立されている（Fig．五）、これ
は、〇五コレラ菌の○抗原構造に関するA渕c⑪鰍ce鉢として広く支持されている
13雪違1。しかしながら、これら3っの抗原因子は、あくまでも血清学的概念であ
って決して化学的概念ではない。一方、晦肝O亙グループ1コレラ菌（弼o蘭一01
コレラ菌）は、生物学的にはOユコレラ菌と同一であるが、”コレラ洲の原因菌
とはならず衛生行政上O且コレラ菌とは区別されていた。しかし近年、インド亜
大陸を中心とするコレラ流行の原因菌として、亙38種におよぶ既知のO抗原型コ
レラ菌とは一致しない新しいコレラ菌、すなわち新抗原型（O亙39）晦炉01コ
レラ菌が分離され、その衛生行政上の取扱が聞題となっている15ヨ6争η。
　グラム陰性綴菌のO抗原の本体は、化学的には細胞壁外膜に局在するO抗原リ
ポ多糖（Li興剛y瀬㏄ぬd幽田L酬である。L蘭は、それが由来する菌株のO特
異性（血清学的O抗原特異性）を決定するのみならず、内毒素として発熱原牲、
致死毒性などの多彩な生物活牲を有する。LPSは、肘g．2に示したように基本的
にはO抗原多糖側鎮瓢コアと称せられる才リゴ糖部およびリピドAの3つの部
分から構成されている。O抗原多糖側鎖部は、一般に数個の才リゴ糖からなる
r騨ぬ㎎㎜itの反復によって構成され、その構成糖質の種類と結合様式によっ
てO抗原特異性が決定される181。脂質都分であるリピドAは内毒素活性の中心
であり、コアオリゴ糖はO抗原特異多糖側鎖部とリピドA部分を結合し、天然に
鵬p鋤ting　u砒
更ig．　2　　Sche㎜銚ic　s故以ct皿re　of　b蔓銚erica1　1ipopo1ys＆cch班ide　（L習S）
は希少な糖質である2一賊oヰ鋤xy㏄to蛆c　acidやレ幽型サ鰯醐o’h嚇鵬e
およびg五㏄鵬e、鉦泌Ct鵬e，ghCo艶虹鵬などの糖質から構成され、化学的には
同種菌株聞においてほとんど共通な構造を持っている。
　〇五コレラ菌LPSのO抗原特異多糖側鎖部の構造は、胎曲㎝d191、紬㎜eら
岬1および趾戯馳鵬ら［111によりLPSから弱酸加水分解によって調製した多糖
部を用いてガスクロマトグラフィー宙マススペクトロメトリーおよび核磁気共鳴
スペクトル等の手法によって検討された。その結果、オガワおよびイナバ型の繭
血清型O互コレラ菌LPSのO抗原特巽多糖側鎖都は共に、3一鋤珊士g五yc餓一
もe杜◎湿icac立d（S－2，4一伍hy血oWb枇双ic鎚id）で郷唱cy五化された鰐醐s鰯i蝸
（4一餓虹o4争6一組鋤xyサ鰯醐os娑）のα（互→2）結合h鰯剛凋艶　とその還元末
端都に結合した1分子のポ鰯榊紬鮒鵬鋤鵬｛2一搬t翻i伽2芋6㎜虹de螂サ
ghcose）から構成されていることが明らかにされた（Fig．3）。更に、脆⑬幽1且2〕
は、輝鵬翻i鵬虹鰯o聾◎畑鉗を欠くイナバ型〇五コレラ菌のS翻iてo漣曲型変異株
であるV．ch〇五雛粥切x一五肌一丁ト聰株螂（即ち、O抗原特異多糖領む鎖が五分子
の炸aC的1螂虹O蜘S磯i鵬で構成されている）の血清学的佳状を検討した結果、
同LPSはOヱコレラ菌の斑清学的特異性を発現しないことを報告した。また、
趾餓t醐鵬ら［13〕および紬caら岬】は、才ガワとイナバの爾菌株O亙コレラ
菌LPSの化学構造と斑清学的特異性に及ぼす遇ヨウ素酸処理の影響を検討し、爾
LPSは、遇ヨウ素酸処理によってそのコア才リゴ糖を構成する加㏄切艶とgh一
3
coseを完全に失い、またLPS1分子当たり3分子存在するL－g五ycem廿腕㎜o－
heptoseの2／3を失うが、その血清学的特異性は損なわれていないことを報告し
た。このことは、才ガワおよびイナバの01コレラ菌のO抗原特異性を決定する
部位はper◎s鋤iΩe　hg棚opoly鵬r上にあることを示している。しかしながら、01
コレラ菌のO抗原を構成する3つのO抗原因子のそれぞれの抗原特異性を発現す
るLPS分子上の化学構造は未だ解明されていない。更に、雛s就s棚eら［151およ
びTok棚曙aら［五6〕は、O王コレラ菌LPSがマウスの腹腔内投与によって高い抗
菌抗体、すなわちビブリ才サイダル抗体を惹起することに着目し閉、0！コレ
ラ菌LPS1コレラトキソイド複合体のマウス腹腔内および経口投与における抗
菌色抗毒素抗体の産生能を検討した。その結果、同複合体は、爾投与法において
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高い抗菌伺抗毒素抗体を与えることを報告した。このことは、副作用のない真に
有効なコレラワクチン、言い換えれぱコンポーネントワクチンの開発の可能性を
示唆するものであった。しかし、この新型コレラワクチンの開発には、01コレ
ラ菌O抗原を構成する3つの抗原因子を発現する化学的本体を明らかとすること
が絶対に必須の条件である。
　近年、〇五コレラ菌と共通抗原性を持つ海水ビブリオ五8750dg立鵬五11875
0rigi鵬1）とそのイナバ型変異株である海水ビブリ才且875V鉱i鋤t（蜥5マ鮒ゴ
a枕）、y．f五醐i鉦is五8ト86夏曲e（盈曲e）および腕r01コレラ菌s敬o駆㈱p
晦鼓誠a（臨鼓説8）があいついで分離された。S虹餓由ら［五7，28ヲ互91は、これら菌
株の抗原構造を菌体凝集反応および凝集素吸収試験によって検討し、Fig．五に示
した様に、五875鮎gi鰯五は、州c）サE、獅5V駆i鋤tおよび鮎8は共にC・
眺、臨kaねはC・遍平Gであることを報告した。輿味あることは、これらO王コ
レラ菌と共通抗原性を示すビブリオの全てが共通抗原因子としてC因子を持っ
ていることである。晦立s虹鯛ら［捌および脆紬oら〔2！1は、胎ぬ拓および且875
0dgi鵬五と蜥5V虹髄充から抽出1精製した服SのO抗原特異多糖側鎖部の構
造解析を行ない、胎虹説議螂のO抗原特異多糖鰯鎖部はポ搬切畑醐s磁鵬
の、また螂5⑪dgi鵬五および五87H誰i鋤も眼Sのそれは共に　聰十hy血脳ザ
蚊o耐o鍬y畑馳s翻i舵のα（互→2）結合b畷鞭◎五獺甑で構成されていることを見い
だした（町g．3）。一方、従釆イナバと斑清学的交叉反応原性を示すことが知られ
ている毘醐鵬u餐銑艇克囎〔22，231およびY甑si虹a8就敬㏄8亙i虹臓　O蟹（O§）
12到螂のO抗原特異多糖預黎鎖部の構遺もまた共に〇五コレラ菌のそれと非常に
類似した炉赦剛瞬蝸鱗i腿のα（五→2）結合の虹鰯鯉五潤艶であることがC鯛貨
ら125費2副によって報告された。　これらの報告から、O玉コレラ菌、晦紬ね、
蜥5および09の共通抗原因子であるイナバ抗原因子Cの発現には、これら螂
のO抗原特異多糖側鎖郡の構造類似性が関与し、またこれら菌株のO抗原特異控
には弾醐s翻i蝸h⑪鯛興五潤艶のポacy五基の種類が関係していることが推溺さ
れた。賊s虹鰯ら1刎は、イナバLPSのO抗原特異僅および血溝学的交叉反応
原性は、LPSをトd餓cy1化することによって消失し、さらにこれをポac的五
化することによって一部圓復することを見いだし、イナバと胎虹就aとの共通抗
原因子、すなわちC因子は、これら菌株LPSのO抗原特異多糖側鎮を構成する
5
pems醐iΩe　h㎝opo1抑脱の脚os㎝i鵬がその種類を問わず理一acy1化されてい
れぱ発現するという仮説を立てた。
　一方、従来B．abor切sおよびY．enter㏄olitica　09に対して、交叉反応
原性を示すことが報告されている［28，29，301血清型030群Sa1翻o砧ua（030、
と030ユ30。の2つの亜血清群が存在する）および本邦において集団食中毒原因菌
として注目されている腸管出血性大腸菌Escherichia　coh0157のLPS　O抗
原特異多糖側鎖部が、理唱cety畑鉗◎s徽iΩe、釦cos臥91㏄搬および埋■acety！一
鯛1鮒os翻i鵬からなるr鱗説i荻g秘湿itで構成されていることが報告された131，
32，331。即ち、これら菌株LPSもまた、ポacy五化された鰐醐s翻i鵬がi鰯むΩo－
d臓i鵬就として重要な役割を演じていることが予想される。従って、これら菌株
と〇五コレラ菌とのO抗原関係に輿味が持たれる。
　本研究では、O且コレラ菌のO抗原を構成する3つのO抗原因子のそれぞれの
抗原特異性を発現する螂分子上の化学構造の解明を目的として、以下の研究を
行なった。
（五）　従来報告されていない晦鼓就aとO§との血清学的交叉反応原性を菌体と
LPSの両レベルで検討し、イナバを含む3菌株のO抗原関係を明らかにした。
（2）　イナバ抗原因子Cに関する前述の仮説を立証する目的で、イナバおよび
09鵬のO抗原特異多糖側鎖を構成する聾r鵬翻i舵h鰯囎◎五獺艇のポ馳y！
基、すなわちそれぞれ3一紬郷古幽弍漱o鮒五および細剛基を拠的1
基に、また、現在同h㈱紬潤敬のトac班基として報告されていない剛凶町1
とb航y剛基にそれぞれ変換した人工LPs抗原を調製し、その化学的牲状を検討
した上で、化学修飾によって生じる抗原性の変化をLPSレベルで追究した。
（3）　上記（2）で調製した人工L蘭抗原を用いて、O互コレラ菌のグループ抗原
因子Aを決定する醐分子上の化学構造の解明を試みた、
（遂）　03⑪群S証翻鵬疵および漫．c〇五i　O醐とO王コレラ菌および晦鼓ぬ
とのO抗原関係を菌体と鵬の両レベルで明らかにし、これら菌株LPSの化学構
造と〇五コレラ菌のO抗原構造、特にイナバ因子Cとの関係を追究した。
（5）　オガワ特異抗原因子Bの化学的実体を解明する目的で、才ガワおよび蜥5
0rigi鵬五LPSの、イナバおよび且8禍V艇i翻t　LPSには存在しない特異構造の解
明を試みた。
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第1章　01コレラ菌のグループ抗原因子Aとイナバ抗原因子Cの解析
　○互コレラ菌のO抗原構造は、長年にわたってわが国の細菌学者を申心に研究
されてきた［3逐五捌。申でも、S敏駆魂iら13，屡〕によって確立された01コレラ
菌のO抗原構造に関する鯛C　c⑪簸鵬鉢は、現在最も広く支持されている、一方、
〇五コレラ菌のO抗原構造を決定するO抗原リポ多糖（聰）のO抗原特異多糖傾理
鎖が、置翻鵬ら王且Oコによって、ポ3一由脳y一レ9五yc敬㌍t8虹醜y五（3鉗銚醐簸y五）イヒさ
れた鰐醐s鰯立鵬（弛洲のα1互→2）結合のh鰯鱗亙凋敬で構威されていることが
報告されて以来すでに十数年が経遇している。しかし、そのO航原を構成する各
因子を決定する醗分子上の化学構遺は未だ解明されていない。
　Y由棚拓醐c⑭亙i虹晩C9（O§）および本邦において分離された海水ビブリ才螂5
V凄rね就（王875y曇ダね爺t）とマ。曲虹敬8es敬⑰gr鰯夢蔓餐藍縁t姦（憂淺藍at慧）は、O至コ
レラ菌のO抗原医1子であるC因子を持つことによってイナバ型O互コレラ菌（イ
ナバ）との闇に斑溝学的交叉反応原牲を示すことが知られている岬言蝸害2勾。輿
味あることに、これら菌株ぼSのO抗原特巽多糖領囲鎖部は、O且コレラ菌のそれ
と非常に類似した、それぞれポ飴臓y五、弼乎虹y鉦8理興紅翻y且および蝿唄囎坊五化
された触粥の淺（王→2）結合の虹翻紬騨雛で構威されている。魁銚髄ら12η
は、C因子をそのO抗原構造の一都に持つ菌株の螂闘の構遺類似性に着目し、
それらのO抗原構造と弛榊のポ蹴y亙基との関係を検討した。その結果、O王
コレラ菌眼sをアルカリ処理することによって調製した鷲一曲鋤派化びsでは、
憂放淺ね　との交叉反応控すなわちイナバ因子Cの発現が認められないばかりでな
く、その抗原佳までも完全に消失すること、さらにそのポ釦鋤班化眼sをポ
畿説y互化することによって胎紬ねL鷺との交叉反応原控すなわちc因子活牲を
圓復することを見出した。これらの事実から、「O互コレラ菌のイナバ因子C
は、これら鵬のO抗原特異多糖働鎖を構成するα（翌→21結合の細碑虹畷聯五ザ
鰯鮒の胎鋼が、その種類を聞わずポ艶y亙化されていれぱ発現するJという仮
説を立てた、
　本章では、O亙コレラ菌O抗原のイナバ因子Cを発現する醐分子上の化学構
造を解明する目的で、先ず、イナバ、彊放説晟および09の3菌株のうち現在その
○抗原関係が明らかとされていない晦鼓就禽と09との闘のO抗原関係を菌体レ
ベルとLPS　レベルの両方で検討した。次いで、前述の仮説を立証する目的でイ
ナバおよび09LPSのO抗原特異多糖側鎖部を構成するα1五→2）結合P洲h㎝o－
p〇五y鵬rの弼一acy五基を脆k就a　LPSと同一の搬ty1（Ac）墓に、さらに現在そ
のトacy五基として報告されていない興opioΩ州Pro）およびb枇皿yユ（腕t）基
に変換した化学修飾人工ばS抗原を調製し、その化学的性状を検討するとともに
化学修飾に伴う両LPSの抗原性の変化を追究した。また、A因子に対する特異吸
収血清であるA因子血清を用い、これら未修飾（工就鮒）および人工LPS抗原の
A因子血清に対する抗原牲を検討することにより、O互コレラ菌のグループ抗原
因子Aを発現する化学的本体の解明を試みた。さらに、○互コレラ菌のO抗原構
造を解析する新しい手段として、そのO抗原特異多糖側鎖郡を構成するh琶敏o
ohgo艶㏄had由の㌘8鰐誠加g醐itに2位置換体のポ鋤説y如鋤s翻i舵残基
を持つ030群賊鮒獺8uaおよび腸管出血性大腸菌O王57とイナバおよび臨欺説a
とのO抗原関係を菌体とLPSの両レベルで検討した。
　第王節概鮒O且コレラ菌胎鼓説禽とY．琶航敬㏄o肚ic凄　09との血清学的
交叉反応原性
　胎k就北09とのO抗原関係を凝集反応と凝集素吸奴試験によって検討した結
果を丁組8五に示した。数値は、各抗血清の凝集反応を示す最大希釈倍数で示し
た。抗胎k誠3血清は晦k誠aに対して、また抗09血清は09に対してともに
互280倍の高い凝集価を示した。さらに、抗費欽就a血清は09に対して80倍の、
抗09血清は胎虹誠aに対して螂倍の凝集掘を示し、爾菌株の聞には明瞭な交
叉反応原性が認められた。一方、凝集素収集試験において、抗胎賊a血清を09
で吸収してもその晦k誠愚に対する凝集価は低下しないが、抗O§j血清を胎鼓ぬ
によって吸収すると09に対する凝集価は320倍に低下した。すなわち、抗09
血清は、晦鼓曇拓によって一部吸収されることが示され、両菌株のO抗原構造の類
似性とともに09と胎虹就aとの共通抗原の存在が示された。09はイナバ型
○王コレラ菌と胎k就aの爾菌株に対して交叉反応性を示すことから、09と
胎k就8の両菌株はC因子を含む共通抗原と更にそれぞれに特異的な特異抗原因子
を兼ね備えていることが明らかとなった。
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　両菌株の闘のO抗原関係を、これらの菌株から調製したLPSをヒツジ赤斑球
（S鰯C）の感作抗原として用いる受身溶舳弼）反応によって棚レベルで検討
した。丁銚e2に、抗胎賊淺斑清と抗09血清の晦藍説姦および09鵬感作
S鵬Cに対する囲反応の結果を各抗斑清の粥％溶斑個で示した。抗賄kaね血
清は晦虹就8鵬感作S鵬Cに対して、また抗09血清は09LPS感作S鯛Cに対
してそれぞれ83，000倍および五4害OOO倍の高い50％溶血価を示した。また、
抗胎k誠a斑清は09LPS感作S脇Cに対して3，000倍の、抗09血清は胎虻a拓
1　ヱ
LPS感作SRBCに対して五5，000倍の50％溶斑価を示し、LPSのレベルにおいて
も爾菌株の間には明瞭な皿清学的交叉反応性が認められた。すなわち、菌体レベ
ルとLPSレベルの両方において、胎k就aと09とは、履享b－a事cのO抗原関係にあ
ることが示された。従って、イナバを含む3菌株聞のO抗原関係が菌体とLPSの
雨レベルで明らかにされた。
第2節　人工LPS抗原の調製とその化学的控状
　○ヱコレラ菌O抗原のイナバ因子Cを決定する燃　分子上の化学構造を明ら
かとする冒的で、イナバおよび09螂の化学修飾を行なった。鵬の化学修飾
としては、F立g。遂に示した様に、C因子の発現に関与することが示唆されている
胎州h畷囎o互凋艇の獺一鋤y亙基のポ由鋤y互（ポ幽c洲化とポ銚cy五化LPSの種
々の短鎖脂肪駿による再ポ鎚y亙化を行なった。しかし、この様なぼSの化学修
飾は紺醐h畷鱗五輝敬の禰一粥批基以外にも糖鎖構遺に変化を及ぼし、その結
果、鵬のエピトープ構遺をも著しく変化させ、それを用いる斑清学的解析に支
障をきたすことも予想される。そこで、この化学修飾により、胎柵h鰯理曲蹴
のポ跳y亙基のみに変換が起こっていることを確認する目的で、撚とともに鵬
を弱酸処理することによって調製した螂多糖部（酬を同様に処理して得た化学
修飾蘭を用いてそれらの化学的牲状を詳綴に検討した。
2づ　人工抗原LPSの調製
　Fig．4に示した様に、イナバおよび09LPSをCa醐賃ら1捌の方法に従って
螂℃、2時聞アルカリ処理して閥一幽cy互化LPSを調製し、ついで得られたポ
銚cy互化ぼSをポ虻化こ捌およびポ㎏昼胴xy醐㏄i翻i虹由を用いた活性化エス
テル法13ηによって蝸舟oおよびト虹む化して8種の人工LPS抗原を調製した。
イナバおよび09LPSをポ幽cy五化することによってそれぞれ、53～60晃の収率
でポ幽cy五化LPSを得た。得られたイナバポ幽cy五化LPSをポAc、獺一Proおよ
びN－B枇化することによってそれぞれ、五且O、ヱ10および五〇ヱ％の収率でイナバ
トAc，N－Proおよび蕊一B枇化LPSが得られた。また、09ト砒cy1LPSにおいて
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もそれぞれ、五五8、蝸、u6％の収率で09理一Ac、理舟⑪および理一遷枕化螂
が得られた。
2－2化学修飾に伴うぼSの糖組成の変化
丁捌e3にイナバと09の亙枇acもおよび化学修飾螂の糖組成をh蛾oseを
13
3．0モルとした相対モル比で示した。イナバI枇act　LPSはg1㏄ose（Glc）、なr
c切se（F醐）、レglycero廿鵬㎜o一畑切se（H細）、91㏄os翻iむe（G五洲、紬一
novos翻i鵬（QuiN）および理一3－deo理｛一幽一te虹㎝y五鰐r鵬翻iΩe（Per蛆et）
から構成され、また09hねct　LPSはGlc，D－g五y㏄ro一ト鰯Ωη航he鉢ose　（D－D
胎P）、レDHep，2－keto－3－deo理㏄充oΩicac遍（醐O）、飢c獺および概イo醐yユー
熊ros翻i蝸（Pe搬or）から構成されていた。両LPSから調製した各種の化学修
飾LPSでは、LPSの晦側h脳理〇五潤敬以外の部分の糖組成には賊鋤t　LPSの
それと比べ変化は認められなかった。一方、両鵬のPe搬h臓鱗1凋艇を構成す
るP甑獺は化学修飾の種類に応じて、それぞれ猟唱鵬切亙聾㈱s鑓i鵬（胎r跳c）、
ポ興理北荻y亙聾郷s麟加建（p脱醍醐）およびトb枕y理ユ鰐醐s翻i荻e（習鉗鵬減）として
検出された。それぞれの化学修飾鵬には未反応によると思われるP敬脇t（イ
ナバ）およびP8r蝦⑪r（09）が検出されたが、それらの含量は化学修飾を受けた
P繍の含量に比べて多くとも5．追％以下であり、両脇のP納h鰯螂五y縦を構
成する晦概のN一跳y五基の幽。6％以上がAc，Proおよび跳t基に変換され
ていることが示された。
2－3化学修飾に伴う醐の分子構造の変化
　イナバおよび09撚の化学修飾に伴う分子構造の変化、特にそのO抗原特
異多糖側鎮を構成するそれぞれ胎r弧説　および聖艶蔽脱のα（王→2）結合h◎鰯一
興五凋脱の分子構造の変化を検討するため、ぼsから弱酸加水分解によって調製
したPsを同様に処理して得た化学修飾Psについてメチル化分析と核磁気共鳴
（鰯費）スペクトルの解析を行なった。
　イナバPSのメチル化分析において、2位に置換墓を持っP駈服克就に由来す
る互害2事ポ加ゴO唱鵬切ト遂苦6－6i飴眺y－4一困噌説㎏五一（2害填㌧組一〇一鰯説㎏五一3イε⑪理ジ
減郷鰯立曲1－3舟鵜t㎏1綴鰍i切〕A）と非還元末端のP艇蛆就　に由来する1ヨ
5せ令搬tyト遂至6一担鋤珊女困一鵜曲y五一（2官4㌧砒一〇一鵜曲y亙寺遂搬y）一械醐虻
鰯i曲卜2ヨ3一昼ゴO一鯛脚五鰯鰍i拙（葛）がそれぞれ検出された。両誘導体の趾ec一
虹◎Ωi鞭鮒一鰯ss　s搾ぬ㈱try1班一鵬）の結果をFig，5に示した。（A）からは
本誘導体に特徴的なフラグメントとして鰯／z互03サ260，362にフラクメントピーク
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Table 3 Sugar compo~itiou of LPS ~80~ated from O1 V. chogorae 5~9B ancl Y. cnterocogitica 09 ancl t~eir chemicanny 
maoalificd LPS 
The values are expressed as molar ratios relative to Hep=3.0. Glc=glucose; Fru=fructose; D-D Hep=D-glycero-D-manno-
heptose; L-D Hep=L-glycer0=D-manno-heptose; KD0=2-ket0-3-deoxy-octonic acid; GlcN=glucosamine; QuiN= 
quinovosamine; PerNTet=N-3-deoxy-L-glycero-tetronylperosamine; PerNFor= N-formylperosamine; PerNAc=N-acetyl 
perosamine; PerNPr0=N-propionylperosamine; PerNBut=N-butyrylperosamine; nd=Not detectable by the Weissbach's 
periodate/2-thiobarbituric acid test under the conventional hydrolysis condition; nt=Not tested. Heptose was estimated 
by colorimetric method. N-acylperosamine was estimated after HF-solvolysis. 
LPS Glc Fru D-D 
He p 
L-D 
Hep 
KDO GlcN QuiN PerNTet PerNFor PerNAc PerNPro PerNBut 
CJl 
O1 V. cholerae 569B 
(Inaba) 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Propionylated 
N-Butyrylated 
Y. enterocolitica 09 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Pro pionylated 
N-Butyrylated 
a Total amount 
2.9 
3.0 
2.9 
3.1 
2.9
2.5 
2.7 
2.6 
2.5 
2.5
l.6 
1 .4 
1 .6 
1 .4 
l .4 
3.0 
3.0 
3.0 
3.0 
3.0 
3 .oa 
3.0a 
3 .oa 
3 .oa 
3.0a 
of L-g I yce ro -D -man no -heptose and 
nd 
nd 
nd 
nd 
nd 
1 .4 
0.8 
1.5 
1.3 
1 .6 
2.0 
2.7 
2.8 
3.0 
2.9 
3.0 
2.l 
3.0 
3.0 
3.0 
0.4 
0.8 
0.6 
0.6 
0.6 
9.3 
nt 
0.5 
0.5 
0.2 
nt 
Dglycero-D-manno-hepto~e. 
nt 
3 8 .4 
nt 
1.5 
2.1 
1.6 
nt 
1 2.4 
nt 
3 1 .2 
nt 
1 5 .9 
nt 
38.9 
nt 
14.0 
nt 
42.5 
が検出され、さらにそれらの2次フラグメントイオンが鰯／zヱ38，232に検出され
た。また、（B）からは本誘導鉢に特徴的なフラグメントとして鰯／z五03言王五7雪260，
33雀にフラグメントイ才ンピークが検出され、さらにそれらの2次フラグメント
イオンが棚／z五30，204に検出された。この結果は、置鋤8ら岬〕の報告とよく一
（A） 　H2C◎Ac
舶◎C綿
賊§◎C締 189
130噂一260
獺瀦讐　449
（遷） 帖CO細
繍§◎cH 117
30週　晦◎閉 16ユ
五30鴫一26◎ 　　　繍§甲＜鮒閉（・臨）閉。閉。・鰯魯・・1一・・1
肖C◎細
　　　　　ユ03鵬3
　　　賊繍竺　毫2五
Co触pou双d酎＆9醐e破io孤、狐／z（i砿鋤si言y官％）
王03（100．0）菅王29（23．6），ユ30（52．2），189（8．5）、200（8．5）ラ2ヱ8（2，5），
232（王2．3）害26⑪（57．9）雪30嶋（4．9）、362（3．3）、374（18．9），389（4．9）．
王03（10⑪．O）争且且7（40，3）言五30（54．9）骨豆6且（12．3），2⑪O（1毎．8）う
2眺（魯．2），218（尋．3），260（57．2）ラ304（10．至）争33尋（6．4），361（2．2）．
副g．5　　　E亙一㎜鮒s　d磁象of1，2，5一放i－0－ac銚y亘4，6－dideoxy－4一〔〃一㎜航hyレ（21，4㌧
d三一0一醐銚hy1－3㌧此o蒐y一レg2γcぴo）一teむo醐㎜ido］一3－0一搬航hy1触鋤皿虹o1（A）独d
L5－di－0一急c鋭y1－4ラ6－dideoxy4一［柑一触e曲yレ（2’埋4㌧d三一0一醐銚hy1－3㌧deo蒐y一レ
星りcぴo）イe拉o忍a㎜三do］一2，3－di－0一胴銚hy1鰯鋤丞it◎玉（彊）
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致していた。　また、09PSのメチル化分析において、2位に置換墓を持つ
Per服orに由来する　王，2，5ヤi＋飢銚yト4，トdi’deOxy一遂一（ポ鯉抵y1イ◎醐脳i－
do）十0一舵曲y1獺鋤虹to！lC）　と非還元末端のP艇服旺　に由釆するユ，5－d立廿
搬七汁堪，6－did・卿女1理一舵伽1イ・・麟id・）一2，3－di－9一鵬thy1鰯醐立t・1（D）が
検出され、そのEト鵬（Fig．6）では（C）に特徴的なフラグメントとして繍／z158ヨ
260にフラグメントイ才ンピークが検出され、さらにそれらの2次フラグメント
（C）　　　　　　　　　綿2C◎禽c
　　　　　　　　舶OO締
　　　　　　　　賄◎閉　　　189
　　五3◎曲五58　　　　　　　　　繍§　　　　　　　　　　削閥＜C㈱26◎牡232
　　　　　　　　　繍C◎細
　　　　　　　　　　閉3
　　　　　　　　　闘瀦讐　347
（D）　　　　　　婦2c◎細
　　　　　　　　繍§◎c綿 1ユ7
　　202脇OC肖　　蜘五30刊58　i　晦　　　　　　　的閥＜C◎蝪232鉦20毫
　　　　　　　納C◎細
　　　　　　　　閉3
　　　　　　翅徽蟷319
Co触po泌鴛d　習r＆9鯛e蛆io孤，醐μ（虹蛇鵬量重y骨％）
C霧8（67．2），u2（38．9）。u6（67．5）害王29（72。曼）壱豆30（毎3．互）争158（五〇〇．O）争
　　　　王72（4．9）包豆89（39．2）骨200（5．5）、202（3．毎），232（2串3）害260（卑．硲）．
D　　88（50．6）苫98（7．6）ヨ蝸1（9⑪．2）争H6（6王．7）、H7（蝸⑪官O）争亙30（33．9）官
　　　　豆碑2（2王．7）雪豆58（3轟．玉）官王6王（36．O）骨20⑪（尋．王）争2脾（3，3）書232（嬉．尋）．
Rg．6　　　醐一鰯鑓s曲晩of1ヨ2骨5一耐i－0吃c航yレ4，6－d亘舶o蒐y－4一（W一触銚hy亘一
f⑪貫㎜a㎜ido）一3－0一胴e曲y工㎜a鴛Ωi的1（C）　鋤d　王，5－di－0－ac航yレ4争6－d三昼亀o蒐y－
4一（枠鵬曲y1－fo夏餓触姻o）一2，3－di－0一鵬卿1触鋤虹施亘（D）
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イ才ンが鰯／z130，232に検出された。また、（D）からは本誘導体に特徴的なフラ
グメントイオンとして棚／z王17，五58ヨ232にフラグメントイオンピークが検出さ
れ、さらにそれらの2次フラグメントイ才ンが鰯／z王30，204に検出された。この
結果は、Cam竹引261の報告とよく一致していた。一方、化学修飾PSのメチル
化分析において、イナバおよび09の醐一Ac，N－Pro、トB枇化PSからはそれぞ
（箆） 　帖◎◎細
舶◎C綿
民扇8（）C締　　　　　　　　189
130砕172　　　繍§甲《・・閉。…一…
納C◎Ac
　C帰3
滋淑讐361
（遭） 帖C◎Ac
絨⑬（）C締　　　　　　　　　又コー7
216絨§◎C汽　　　　　　　ヱ61
130毎172　　　顯⑧叩脳＜・・閉。…
紳CO細
C締3
闘徽讐　333
Co㎜pound肋g鵬砒io列，醐1z（i耐e醐坤言％）
88（34．7）争且12（79．1）冒王30（王00．O），156（8．O），172（76．8）
189（7．7）ヨ2王4（3．O）害232（8．7）害274（6．8）、30五（2．3）．
88（40．8）ラ101（23．2）、王至2（34．2）言工17（58．4），130（100．0）害
豆56（15．ヱ），王6豆（王且．3），王72（71．4），2ヱ6（9．7）言246（6．6）．
珂g．7　　夏亙一棚跳s曲惚of1害2ヨ5一放i－0－ac銚y14ヨ6－d量de◎xy4一（柑一醐銚hyレ
ace晦触ido）一3－0一触銚hy呈醐鋤丞i重oI（更）鋤d　王言5－d亘一0一忽c銚y14ラ6－dideo蒐y一
牛（W一醐銚hyレ馳e娩鰍ido）一2，3－di－0一触銚hy互触忽鴛烈i的互（珂
18
れの理一飢y1基を持った2位置換体と非還元末端のPe州に由来する誘導体がそ
れぞれ検出された。これら誘導体の亙ト鰯Sの結果をFig．7～9に示した。いず
れの誘導体の£ト棚においてもポAc基（更宝F）、N曲o基（G，亘）およびN一跳t基
（亙ヨJ）を持った2位置換体および非還元末端の晦獺　に由釆する各誘導体に特徴
的なフラグメントイ才ンおよびそれらから生じる2次フラグメントイ才ンが高感
（G） 帖c◎舶
舶◎C締
醐魯◎C闘　　　　　　　　　　189
ユ30φ186　　　賊禽甲く・・閉。閉。。。。一。。。
蝪C◎舶
　閉3
腕潔與375
（貫） 婦2C◎細
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230晦O閉　　　　　　　　161
130遡一186叩嶋㈱、・ぺ、、。
繍c◎細
閉3
闘繍盟3遥7
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G鎚（3毒．互）吉u2（3竃世費）害夏26（7．5）害夏29（王6．5）冒亙30（五⑪O．O）舌1毎尋（五箏．⑰）冒
　　　　王72（至⑪．6）苦1魯豪（8．王）、230（2．且）害232（互4．⑬）曾2竃8（至O．⑪）．
’貫　　　　　　88（嬉⑪．O）害王玉7（且OO．O）害王30（9王．7）害且嬉毎（至魯．O）ヨ王6且（且2．2）ヨ
　　　　豆η（至6．且）冒186（74．7）害20⑰（3．2）争23⑪（u．⑬）宇2鍋（王5．且）．
固g．8　醐一測鎚s幽施◎f1，2，5一彼量・ひ鎚鈍y工4言6－d呈舶蝋y4一（枠鰯銚吋且一
p岬io醐醐1do）与0一鮒曲y1脳醐it◎1（G）繊d五争5－d1小鋤卿14，6一
釦deo裏y4一（〃一触銚hyl－pr◎p量o鴛a触量d◎）一2害3－di－0一鰍e施y1棚鋤籔亘的王（買）
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（互） 　帖C◎細
細◎C綿
醐魯OC締 189
130亀一200 　　　賊8甲＜・・閉。閉。閉。。。。一。。。
HC◎細
　I
閉3
　闘繍酉389
（J） 　帖C◎細
蝪竃◎c帰 ユエフ
244
ユ30屯2◎O
16五
274抄204
醜靭8　361
Co醐p⑪泌蘂通 酎鵯醐鋤言三〇双舌触／z（三雄鋤sity曾賜）
88（24．4）苗ヱ29（且3．五）曾130（五〇⑪。O）う五5魯（費．5）争且’12（五〇。4）昔
豆89（8．3）雪2⑪O（％．O）害232（2⑪．2），2μ（2．且）書3⑪2（9，3）．
88（3ユ．琶）う且01（至8．五），u7（68．5）書五30（1⑪⑪．⑪）ラ豆6五（12．5）害
豆84（且且．4）ヨ20⑪（’18．1）争2⑪4（3．6）包2毎4（曾。6）害274（7．4）．
鞠．9　醐一醐鵬d搬of豆言2言5一狸1－0一鵬克y1－4，6－d雌擁y一尋一（杵鵬出y1－
b脇蝸触ido）一3－0一鵬施y1胴鋤曲◎1（夏）鋤d五，5－di－0側卿14，6－d娩概y－
4一（柑一鵬岬1－b就鋤鰍量do）一2争3一狂0一鵬卿玉醐鋤批o1（五）
度で検出された。Ch翻i臓い⑪むiz就i◎炉鰯ss　s鰐c抜◎闘虹y（Cト鰯）によって潮定
した（A）～（3）の分子量は、町g．δ～9に示した理論値と一致していた。以上の
誘導体の他に、イナバおよび09の化学修飾建Sから、化学修飾を受けなかった
胎洲に由来するそれぞれ（A）および（C）が少量検出されたが、それら以外のPe洲
誘導体は検出されなかった。
　イナバおよび09のh敏もPSと化学修飾PSの亘3C一醐鼠の結果を鴉bユe盗に
20
Tabne 4 13~NMR data of ~~rtact am~ ~hem~ca~~y modfif~eal PS prepared from O1 V. cholerae 5~9B ancl Y. enterocolitica 09 
LPS 
The values are expre~sed as chemical shifts (ppm) relative to that of internal acetone (-CH3, 30.09 ppm). Coupling 
constants (JC I -H1, Hz) were given in parentheses. 
PS C1 c-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-It C-2' c-3f C -4 f 
~) 
H 
O1 V. cholerae 569B 
(Inaba~ 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Propionylated 
N-Butyrylated 
101 .88~176.0) 
l02.38(174.6} 
101.34(174.1~ 
101.75~175.0) 
lO1.76(176.8) 
8 23 
8 24 
7 88 
8 15 
8 16 
69.28 
70.61 
69.33 
69.57 
9 .5 1 
53.88 
54.77 
53.91 
53.84 
53.87 
68.48 
0.57 
68.67 
68.80 
68.02 
l 7 .66 
17.78 
17.63 
1 7 .64 
17.75 
178 .86 
175.56 
180.17 
179.73 
69.96 
22.98 
30.35 
38.93 
36.87 
l0.46 
19.91 
58.80 
3.68 
Y. enterocolitica 09 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Pro pionylated 
N-Butyrylated 
l O I .69{ 1 72.2) 
l02.06~174.20 
lO1.64{174.5) 
101.73(176.4~ 
lO1.76(176.6~ 
7 8 .06 
7 7 . 9 4 
8 .07 
8 14 
8 14 
69.29 
68.88 
69.55 
69 .5 3 
69.53 
52.81 
54.84 
4.03 
53.82 
53.89 
68.58 
68.83 
69.12 
68.80 
68.84 
l 7 .70 
17.71 
17.64 
17.63 
17.76 
166.30 
176.16 
180.17 
179.23 
23.02 
30.35 
30.95 
l0.45 
19.92 13.68 
示した。イナバI枇actPSからは、101，88，78．23芽69．28，53．88，68．48および
且7．66p鯉にP鉗N　ho獺o鯉1凋erのPer獺bac虹b㎝eに由来する6本のシグナルが検
出され、さらに178．86，69．96，36．87および58．80p鯉にそのポacy1基であ
る3飢etr㎝y！基に由来するの4本のシグナルが検出された。この緒果は、胎㎜e
ら［101の報告と一致していた。一方、イナバN一幽cy亙化PSからは、3鉗e杜o獺yユ
基に由来するシグナルは検出されず、Pe州b藏c脇㎝eに由来する6本の強いシグ
ナルのみが検出された。また、イナバN－acy亙化PSからは、Pe搬b跳kb◎鵬に
由来する6本のシグナルの他に、Pe州　の粥唄cy五基に由来する！75．56，22．98
鯉繍（ポAc）、五80．！7ヨ30．35害五〇．蝸鯉鰯（ポPro）および五79．73争38．93身王9．9ユ，
且3．68鯉繍（ポB批）のシグナルが検出された。これら盗種類の化学修飾PSから
検出されたPe洲紬ckbo囎に由来するシクナルの化学シフト値は、hねct　PSのそ
れとほぼ一値していた。イナバのhねctおよび化学修飾PSのアノマーC一羽
カップリング定数は、五74．五～五76．8駈を示し、これらPSのP鉗郷はザ配
位であることが示された138室391。イナバ習Sの午醐費において、胎rNのア
ノマープロトン（逐．98鯉鰯）、リングプロトン（3．89～3．銚鯉翻）および6位の
メチルプロトン（五．王5酸翻）にカ四えて、3搬虹o弼y五基に由来するシグナルが検出さ
れた。また、イナバの化学修飾PSからは、夏批a枕PSと類似したPe搬に由来
するシグナルに加え、対応したポ配y且基のメチルおよびメチレンプロトンに由
来するシグナルが得られた。09PSの豆3C一鰯鼠では、P艶獺鮎鯉興五潤飲の胎ぷ
も馳脇r鵬に由来する6本の強いシグナルと賊測の理一馳班基である触剛
基に由来するシグナル（峨．3⑰鯉鰯）が検出され、C㈱甜ら㈱〕の報告と一致す
る結果が得られた。また、O§の化学修飾鵬の亘3C一鰯1の結果は、イナバの化
学修飾PSについて得られた結果と良く一致していた、また、09蘭を構成する
P械のアノマー炭素は、α配位を示し、督鰯盈の繕果はイナバのそれと同様であ
った。これらの結果は、LPSの化学修飾によってイナバおよび09LPSのPe洲
h臓鱗五y灘自体は影響を受けずに、そのポaCy五基のみが変換されていること
を示すものであった。
　以上の結果から、イナバおよび09L醐を化学修飾することによって、その糖
鎖構造に影響を与えることなく、イナバおよび09LPSのO抗原特異多糖側鎖を
構成するα（五→2）結合のP艇N　ho馳卵1潤艇のポacy五墓である3概e虹㎝y五と
22
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触蹴五基が、Ac，P醐および馳毛基に変換されたことが示れた（距g．蝸）。すなわ
ち、螂のO抗原特異多糖働鎖部を構成するα（亙→2）結合細概h鰯鱗畑敬の
ポ鮒y五基を胎藍ぬ螂のそれと同一の虹基に、また現在同鉦鰯鱗亙y蹴の獺一
螂五墓として報告されていないP蝸および蹴基に変換した、全く新しい人工
眼s抗原を得ることができた。
第3節　人工LPS抗原の斑清学的僅状
　前述の様にイナバおよび09螂に種々の化学修鯨を施して調製した人工鵬
抗原の抗原僅の変化を追究する目的で、これらLPSをS脇Cの感作抗原として用
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いた受身溶血（PH）反応と受身溶血阻止（P蛆）試験によって検討した。
3－1人工LPS抗原に対する全菌抗血清の受身溶血反応
　Table5にイナバ、09、晦k就aおよび1875V斑i棚tの亙就跳tLPSとイ
ナバおよび09の各種人工LPS抗原で感作したS脇Cに対する抗イナバ血清、抗
09血清、抗胎虹就8血清および抗五875淘d鋤t血清の醐反応の結果を示し
た。数檀は、各抗倣清の50％溶斑価で示し、数値が高いほど抗迦清に対する感
作抗原LPsの抗原控が高いことを示している。
　イナバの亙枕act　LPSおよび人工LPS抗原で感作したS鵬Cに対する抗イナバ
血清の臨馳1ogo秘sな溶鬼系において、抗イナバ血清はイナバ亙枕act　LPS感作
S鵬Cに対して7害500倍の50％溶血価を示したが、イナバLPSをN一銚cy亙化する
することによってその抗原性は完全に消失した。しかし、抗イナバ血清は、その
ポ銚cy五化LPsをポ跳y亙化して得たイナバトAc、ポ陛⑬および閥一B枇化LPs
感作S鰯Cに対してそれぞれ5書6⑪⑪倍、8望遁0⑪倍および6男9⑪⑰倍の50琵溶血棚
を示した。また、09の亙簸滅れPSおよび人工螂抗原で感作した鰯Cに対
する抗09皿清の臨鮒晦鰯な溶斑系においてもイナバ同様に、抗09血清は
09亙航銘tぼS感作S脇Cに対して互遵雪⑬⑬⑬倍の闘琵溶血樋を示したが、O§
螂を概一銚cy互化することによってその抗原僅は完全に消失した。しかし、09
のポAc、ポ細およびポ馳t化螂感作S鵬Cに対して抗O§斑清は、それぞ
れ8争脳倍、2ヨ3⑬⑪倍および3男脳措の馳％溶皿樋を示した。すなわち、イナ
バ及び09螂の抗原性の発現には、その醐のO抗原特異多糖鰯鎮を構成する
畑鷲h鰯鱗畑蟹のポ銚y五基が蜜接に関係していること、言い換えれぱ、ポ棚五
基は胎搬h鰯鞭⑪五沸艇の抗原決定基であることが示された。　一方、イナバの
亙就鈍克ぼSおよび人工ぼS抗原で感作したS鰯Cに対する抗09血清、抗貫故誠惑
血溝および抗海d翻揃清の胎敏ぬ艶鰯な溶血系において、イナバ滅納
螂感作鰯Cに対して抗O⑬斑清、抗臨姑拍斑清および抗晦立翻泌清は、
それぞれ500倍、5皇⑰00倍および1争70⑪倍の5◎蒐溶血掘を示したが、イナバ鵬
を郷一幽cy亙化することによってその血清学的交叉反応原性すなわちC因子活性は
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Tab~e 5 Passive hemonysis ~csts of artifical LPS amtigens of O1 
enterocolitica 09 fim comnpar~som with their imtact LPS 
The valueg are expressed as 50% hemolytic titers of antisera. -
observed at a dilution of 200 or higher. Antisera used in this 
V. cholerae CA385 cells as an R-antigen. 
V. cholerae 569B nd Y. 
= Fifty percent hemolys  
xperiments were absorbed 
wa not 
with 
Antiserum 
Antigen (LPS) 
Anti-569B Anti-09 Anti-Hakata Anti-Variant 
~) 
cyl 
O1 V. cholerae 569B ~Inaba) 
Intact 
N-Deacyl ated 
N-Acetylated 
N-Propionylated 
N-Butyrylated 
Y. enterocolitica 09 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Propionylated 
NButyrylated 
Non-OI V. cholerae serogroup 
Hakata 
Marine vibrio bio-serogroup 1875 
Variant 
7,500 
5,600 
8,400 
6,900 
300 
6,000 
1,400 
2,400 
4,900 
300 
500 
8,400 
6,400 
2,300 
14,000 
8,700 
2,300 
3,700 
15,000 
1,500 
5,000 
39,000 
36,000 
2,400 
3,000 
42,000 
2,400 
2,400 
83,000 
1 ,300 
1,700 
17,000 
14,000 
19,000 
6,800 
7,900 
4,900 
4>900 
24,000 
12,000 
完全に消失した。しかし、イナバのトAc，N廿o及びトB枇LPS感作SRBCに
対して、抗09血清はそれぞれ8，400倍、6，400倍および2，300倍の50％溶血
価を、抗胎kaね血清はそれぞれ39，O00倍、36，000倍および2，400倍の、また
抗Vari醐t血清はそれぞれ17害000倍、王4，000倍および19ヨ000倍の50％溶血
価を示した。すなわち、イナバLPSをポdAcy五化することによってこれら抗血清
に対する血清学的交叉反応原性を消失し、ついでそのポ幽cy五化LPSをポacy1
化することによってその血清学的交叉反応原性を一部もしくは賊act　LPS以上
に回復した。また、09の賊就膿および人工LPS抗原で感作したS鵬Cに
対する抗イナバ血清、抗晦k搬斑清及び抗狛d就血清の胎も㈱ユogo鵬な溶
血系においても同様に、09亙就鋤t　LPS感作S鵬Cに対して抗イナバ血清、抗
臨娃誠a血清および抗マ雄i鋤充血清はそれぞれ300倍、3，000倍および6自800倍の
50％溶血価を示したが、09LPSをN一銚cy五化することによってその交叉反応性
は消失した。しかし、09のトAc、獺舟oおよびN一馳t　LPS感作S鵬Cに対
して、抗イナバ血清はそれぞれ6雲000倍、王至填OO倍および2言堪OO倍の50％溶血
価を、抗臨虹ぬ斑清はそれぞれ42事000倍、2争遁00倍および2，400倍の、また
抗V蹴i鋤t血清はそれぞれ7，900倍、堪雪900倍および4，9⑪⑰倍の靱％溶血価を
示した。以上の結果から、イナバおよび09醐をポ搬y亙化することによって
c因子活性を失うのみならず、その他の抗原性をも完全に消失することが示され
た。さらに、これらトdAcy五化LPSをポ虹、獺一駈oおよびポ跳t化することに
よってC因子活性を圓復することが示された。すなわち、イナバ因子Cは、螂
のO抗原多糖側鎖を構成する晦蝸b鰯剛凋駁のP蟹概が、その種類を聞わず
斑一acy1化されていれぱ発現することが示された。
3－2全菌抗血清を用いた受身溶血系に対する人工LPS抗原の受身溶血阻止試験
　イナパ撚　感作S聡C／抗イナバ血清、09LPS感作S鵬C／抗09血清、
胎虻誠a螂感作S鵬C／抗胎k就a血清および1875愉i鋤t螂感作S鵬C／
抗蜥5V班i餓t血清の脆鮒五〇馳鵬な溶斑系に対してイナバ、09、胎妓誠aお
よび王875V腿i就の工枕鮒LPSとイナバおよび09の人工跳抗原をインヒビ
ターとして用いたP班試験の結果を丁捌e6に、またLPS分子上に存在するイナ
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Tab~e 6 Passive hemofiy~is fimhibitiou tests of artific~a~ LPSantigens of O1 V. cholerae 569B amcl Y. 
cntcracol~t~ca 09 im comparisom with their iutac~ LPS against InomoEngou~ p~~~ive hemotysis sy~tcms 
The values are expressed as 50% inhibitory concentrations of inhibitor (ug/ml). - = Fifty percent 
inhibition was not observed at a concentration of 1,000 ug/ml or lower. Antisera against V. cholerae 
absorbed with V. cholerae CA385 cells as an Rantigen. 
were
Passive hemolysis system 
Inhibitor ~LPS) 
569B LPS / 
Anti-569B 
09 LPS / 
Anti09 
Hakata LPS / 
Anti-Hakata 
Variant LPS / 
Anti-Variant 
~) 
~l 
O1 V. cholerae 569B ~Inaba) 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acety~ated 
N-Propionylated 
N-Butyrylated 
Y. enterocoiitica 09 
Intact 
N-Deacylated 
N-Acetylated 
N-Propionylated 
N-Butyrylated 
Non-OI V. cholerae 
serogroup Hakata 
Marine vibrio bioserogroup 
1875 Variant 
0.04 
0.06 
0.09 
7.5 
76 
27 
0.01 
バ因子Cによって溶血を生じる溶血系である胎k就a　LPS感作S脇C／抗イナバ
血清とV鮒i釧t　LPS感作S鵬C／抗イナバ血清の脆terologo泌sな溶血系に対して
同インヒビターLPSを用いたP班試験の結果を狛ble7に示した。数値は、イン
ヒビターの50％阻止濃度（μg／棚1）で示し、数値が低いほどその溶血系を構成
する抗原構造とインヒビターの持つ抗原構造が類似していることを示している。
　Table6に示した様に、イナバ、09、胎k8拍および蜥5胎ria航のI枇act
LPSは、それぞれイナバLPS感作S鵬C／抗イナバ血清、09LPS感作S脇C／
丁醜理嚢7　習鴉§量粥蛙鰯㊧夏y§重§量簸臨重眺重量鰯竃鑓館敏雛重童曾虻量磁眼s鋤重重醤鋤械⑪且y。
幽銘鮒鋸§搬遷鑓磁K鯛婁鮒鐙6叔棚艘鰯董麹鰯鰯騨鑓童§⑳簸嚇施晩竃畑量餉雛重鵬s
嚢騨1鰯重鋤雛幽騨鰯夢嚢鯛童粥蛙鰯卿幽§搾重鰯嚢
醐e湖旦鵬s班§蝋p脂§鵬通鎚50％量曲亘跳破y　c搬鵬斌蜘云o醐◎f　i曲i砒破
（粋9／搬玉）。　　一　蟹　更披ty　pe夏c雪麺重　i並hib虹三〇双　徽as　犯◎t　ob§eryed　象童　護　co蕊cε孤敏ゑtio鴛　of
1，OOO粋g／独1or王◎徽鉱　　A砒三鰐醐伽徽鮒地§脱暁d切thγ．c加互鮒鮒CA385c副s
鑓醐盈一鋤ig鎚。
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　A航ポ569遷
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　　A蚊i－569遷
○至ジむ肋互鮒鮒施9遷（亙蝸瞼）
　里敏鵬盲
　柑一D艶cy1雄射
　κ一Ac航y亘銚射
　κ一貯op三◎岬1銚ed
　河一遷航y貧y1銚ed
y．綱乏鮒鉗o肋虹凌09
　亙航鮒宜
　2v一重）亀象cy亘象tεd
　柑一A鵬け亘象蛇磁
　柑ギ蝸が棚y亘銚純
　河一琵就y岬豆銚幼
N棚一〇王γ。ε伽互ぴ鰐　鰐獅g蝿哩
　買砥銚裂
M鮒i鵬拙dob1o一§㈱墨棚p1875
　V雛亘独重
O．⑬4　　　　　　　　　　　　⑪．35
0。⑪5　　　　　　　　　　　　0．⑰9
0．五6　　　　　　　　　　　0，04
0，44　　　　　　　　　　0．07
⑪．35　　　　　　　　4．4
⑪．5尋　　　　　　　　　　　　O．76
0．3王　　　　　　　　　　　　O．1⑪
⑬。34　　　　　　　　　　　　　⑪．尋8
O．王O　　　　　　　　　　　　O．30
⑪．01　　　　　　　　　　　0．30
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抗09血清、胎k就淺LPS感作S鵬C／抗胎虻就8血溝およびヱ875Vぬ鋤t　LPS
感作S鵬C／抗蜥5伯d鋤尤血清の脆馳亙◎9◎鵬な溶血系に対して高い阻止活
性（0．01～0．09μ9／剛を示した。しかし、イナバおよび09の人工LPS抗原
は、いずれの溶血系に対しても阻止活控を示さなかった。すなわち、イナバおよ
び09鵬のO抗原特異多糖傾竈鎮を構成する晦潤hc醐姐凋脱のN’Acy五墓の
種類がそのO抗原特異性に密接に関与していることが示唆された。
　一方、イナバ因子Cによって溶斑を生じる晦鼓就凄鵬感作S脇C／抗イナバ血
清と互概狛d磁臓感作鰯C／抗イナバ斑清の溶血系に対する受身溶忠阻止
試験において（胎姐e7）、イナバ抗原因子CをそのO抗原構造の一部に持つイナ
バ、09、胎ぬ拓および螂δV虹翻七の賊a枕LPSは高い阻止活性（O．⑬亙～
遵岨堪鴻／虹）を示したが、イナバおよびO§のポ幽y亙化鵬はその阻止活牲
を完全に消失した。しかし、イナバおよびO§のポ配y互化跳すなわちポAc、
ポP蝸およびポ葛批化ぽsは、爾溶倣系に対して強い溶斑阻止活牲（o。蝸～⑬．76
鵬／虹）を示し、天然には存在しない全く新しい人工鵬抗原である獺一馳お
よび獺一遷批化螂　もまたイナバ抗原因子cを発現することが示された。すなわ
ち、受身溶盈阻止試験においてもイナバ抗原因子Cは、これら螂のO航原特異
多糖領理鎮を構威する弛姻虹鰯鞭班潤敬の胎鋼がその種類を聞わずガ渕y且化
されていれぱ発現することが示され、イナバ抗原因子cに関する誠述の仮説が立
証された。
　3－3人工鵬抗原に対するA因子廠清を用いた受身溶斑反応および受身溶斑阻
止試験
　繭述の様に、O互コレラ菌、O§、腸虹拓および螂5L醜のO抗原多糖鰯鎖
を構成する胎洲虹畷鞭⑬互潤蟹の胎姻の獺一鑓y亙墓はその種類によらずイナパ
抗原因子Cの発現に関与するが、一方ではそれぞれの菌株のO抗原特異控に蜜接
に関係していることが予想されたむO抗原にイナバ因子Cを持つことによって斑
清学的交叉反応原僅を示すこれら菌株のO抗原構造において、O互コレラ菌のグ
ループ抗原因子盈は、他の菌株のO抗原には存在しないO且コレラ菌の特異航原
因子といえる。そこで、〇五コレラ菌鵬のO抗原特異多糖側鎖を構成する晦弼
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h㈱p〇五y縦のPe州の概一8cy1墓である3dTe虹oΩy1基とA因子の発現との関
係を明らかとする目的で、I枇ac尤LPSおよび人工LPS抗原を感作抗原として用い
た01コレラ菌の共通抗原因子Aに対する特異血清であるA因子血清との醐反
応と、A因子によって溶血を生じる受身溶血系に対するこれらLPSをインヒビタ
ーとして用いたP班試験を行なった。
　Table8にh協ctおよび人工抗原LPSを感作抗原として用いた時のA因子血
清のP理反応の結果を示した。A因子血清は、イナバ亙就淺ct　LPS感作S鵬Cに
対して6ヨ900倍の高い粥％溶血禰を示したが、これに反して09、胎敏漫および
蜥5晦立就のh敏はPS感作S鵬Cに対しては溶血活性を示さず、これら菌
株の菌体凝集反応によって示されたO抗原構造とよく一致する成績が得られた。
狛幽轟臨鎚1鵯蛙鰯里ys1§重艶館⑱曾雛鮒董幽1服S嚢就1蟹鑓§⑱曾O且帆
幽幽ダ鰐艶蝸鑓壺乳多娩ダ粥蛾蜘纏⑱1簸竃鰯聾雛1§⑬魏聯蝿漉虹滅艶重
服S躍嚢量鰯§重麹戯董宙曾鑓重鮒A§艀駿鰯
The蝸1鵬s㈱鍍p醐舵d郷50％h鋤o1y此批鎌sof鋤重1§搬．一讐酎け
p錐c艶蓄he鰯o互y重三c重i胞r榊s曲§鉗鴨d磁＆砒航io滋of200or　hi餉鉱．
L更S A斌量一factor　A　鵬醐㎜
○豆汎cゐo2ぴ鯛569遷（亙蝸bゑ）
　htact
　〃一Deacy1航ed
　〃一Ac銚y亘航ed
　2V一更ぎopio湿y1a窒ed
　1v一遷辿tyζy1ated
γ．碗蛇γoω肋虹α09
　亙航aCt
　〃一DeaCy1搬d
　〃一Ac6ty1飢出
　炸趾opio岬玉鵬d
　w一彊前yη工航ed
6．900
　920
　230
工，400
No丞一01γ．c伽2ぴ鮒　s鉗o罫◎岬
　H＆ka協
Marine　vibrio　bio－serogro泌p
　1875　V鮒i独t
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しかし、A因子血清はイナバと09の人工LPS抗原で感作したSRBCに対する溶血
系において、イナバポB砒化LPSおよび09のN－ProおよびN－B砒化LPSで感作
したS脇Cに対してそれぞれ920倍、230倍および五，遁00倍の50％溶血価を示
し、これら人工LPS抗原は部分的に低いA因子活性を発現したが、すべての人工
LPS抗原には共通して顕著なA因子活性の発現は認められなかった。
　才ガワLPS感作S細C／A因子血清とイナバLPS感作SRBC／A因子血清の溶
血系に対してI航act　LPSおよび人工LPS抗原をインヒビターとして用いたP弧試
験の緒果をTab！e9に示した。P弧試験においても同様に、イナバh拓ct　LPS
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のみが両溶血系を強く阻止し（o．03およびo．〇五μ9／繍1）、他の胱飢tぽs
および人工LPS抗原は阻止活佳を示さなかった。すなわち、LPSのO抗原特異多
糖側鎖を構成するPe州h脳oPo1潤敬のPe洲ガAcy五と1して3搬腕剛基を持
つイナバhtac七LRSのみがA因子活性を発現することが示された。
　以上の結果から、Oユコレラ菌O抗原のイナバ因子Cは、そのLPSO抗原特異
多糖側鎖を構成するα（五→2）結合のPe洲h臓囎〇五凋艇の胎洲がその種類を聞
わずN－a剛化されていれば発現することが示された。またさらに、01コレラ
菌の共通抗原因子Aは、同h鰯虹揮艇が3班e虹醜y五基によって型一acy1化さ
れていることによってのみ発現することが示された。
　第遂節038群S証鰯鵬亙bおよび夏．coh0157とイナバ型O至コレラ
菌および撒一〇王コレラ菌彊故ぬとの斑清学的交叉反応原性
　近年、Y．磁繊cぬ虹醜09および遷醐c8u餐8b戯鵬と斑清学的交叉反応
原牲を示すことが知られていた128争2§葺3則03⑪群S鉦鰯舵u姦と1腸管出血控大
陽菌更．cぬ　O螂／0獅）鰯のO抗原特異多糖損留鎖の構遣が福次いで報告さ
れた。葛鰯班eら13互］および胎ぴyら133〕は、038群S組馳舵u姦の2つの璽
血清群である030呈璽群に分類されているS証鰯囎u姦亙翻遥鋤とO螂鵬のO
抗原特異多糖鰯鎮都は共に、服g蝸に示す曾箭跳c、跳c、雛c、偽撒cからな
る拓虹鑓姦㏄b雛油の舵騨虹菖醐批の反復で構成されていることを報告した。
またさらに、P鮒yら1321は、03⑬群S姐鰯鵬u淺のもう互っの亜血清群である
03⑪130・亜群に分類されている鮎翻鵬u凄鮒紬鰯（阯b淺鰍8）のぼSO抗原特異
多糖側鎖部部の構造は、上記拓虹姦鯛㏄虹蟹i飴の鵬夢髄虹鴫搬主tの鮎跳c残
墓の遵位に分妓糖として至分子の蛆cを持つことを報告した。すなわち、これら
菌株の鵬○抗原特異多糖側鎮には2位置換体の胎㌘跳c構造が存在し、これら
菌株とO互コレラ菌および胎藍誠aとのO抗原関係に輿味が持たれる、
　そこで、そのO抗原特異多糖側鎖がα（五→2）結合の％鋼h麟鯉五輝脱で構成さ
れている菌株のLPSを用いる解析とは異なるO互コレラ菌O抗原構造への新しい
アプローチとして、脱も鋤a，S．so餓秘誰1030亘亜群Sa五馳鵬uaの代表菌株）
lS撒e㎎a）およびO王57とO且コレラ菌とのO抗原関係を、菌体凝集反応とこれ
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らLPsを感作抗原と1して用いた醜反応によって菌鉢レベルと鵬レベルの爾レ
ベルで検討した。
堪イ　菌体凝集反応
　抗脇餓血清、抗S鮒鋤誰血清、抗O卿斑清、抗舷就浅施溝および抗
イナバ血清の阯b鋤a，So敬e獺誰、O蜥、胎欺説8およびイナバの菌体抗原に対
する菌体凝集反応の結果を丁捌e五〇に示した。数値は、凝集反応を示す抗血清の
最大希釈倍数で示した。抗阯b鋤a血清、抗S◎餓鰍騨血清および抗O亙57血溝
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Tab~e 10 Ciros~-aggl~itimation of amti~era aga~nst S. urbaba , S. soeremga, E. co~i 0157, momi-O1 
~erngrowlp }fakata amal O1 V. chogcrae 569B 
- = No agglutination at a dilution of I : 10 or higher. Antigens were heated at 100'C for I hr. 
against V. cholerae were absorbed with V. cholerae CA385 cells as an R-antigen. 
Antigen 
S. urbana (0301302) 
S. soerenga (0301) 
E. coli 0157 
Non-OI V. cholerae 
serogroup Hakata 
O1 V. cholerae 569B (Inaba) 
Anti=Urbana 
l,280 
160 
320 
40 
Antiserum 
Anti-Soerenga 
640 
640 
640 
40 
Anti-O 1 57 
640 
640 
1,280 
1,280 
V. cholerae
Antisera 
Anti-Hakata 
80 
80 
80 
1,280 
20 
anti-569B 
20 
1,280 
は、U曲鰍、S搬e㎎a，0157に対して高い凝集価を示し、その抗原構造の類似
性が示された。また、抗阯ba囎血清、抗S鵬re㎎a血清およびO蜥血清は、
胎k就aに対してそれぞれ螂倍、40借および互，280倍の凝集価を示し、爾菌株聞
に明瞭な血清学的交叉反応原性が認められたが、イナバに対する交叉反応性は認
められなかった。また、抗胎藍a拓血溝は阯b鋤a，So鉗e融誰、O卿に対して、
80倍の凝集樋を示し、明瞭な血清学的交叉反応原性が認められた。しかし、抗イ
ナバ血清は、胎ka拓　に対して20倍の凝集価を示したが、U曲翻魯、So脱e躯額、
○蜥に対する凝集活性は認められなかった。以上の結果から、晦紬鯛、S舵附
㎎a，O卿は、胎賊aに対して明瞭な斑清学的交叉反応原牲を示すが、イナバ
に対するその交叉反応僅は認められず、従って脇鋤a，S撒鋤騨およびO蜥
のO抗原には0！コレラ菌のイナバ因子Cが存在しないことが示された。
堪一2　受身溶血反応
　さらに、凝集反応において示された阯b鋤a，S蹴翻誰、および〇五57と胎紬拓
およびイナバとのO抗原関係を、これら菌株螂　を感作抗原として用いる囲
反応によって眼S　レベルで追究した。
　丁捌e　u　に、腕餓、Soer翻騨、O卿、胎k就aおよびイナバの眼S感作
S鵬Cに対する抗吐b鋤a血清、抗S◎駆鋤騨血清、抗O亙57血清、抗臨虹説a血
清および抗イナバ血清の醐反応の結果を、各抗斑清の馳％溶血樋で示した。
抗阯ba胴血清、抗S◎敬翻騨皿清および抗O蜥迦清は、それぞれ阯b醐a，
So鯛む騨およびO螂醐感作S蹴に対して高い醐総皿価を示し、その抗原
構造の類似性が示された。抗阯ba囎盟清、抗S鵬蛇鴫a血清および抗O蜥血
清は、胎紬拓LPSに対してそれぞれ亙、708倍、五，600倍および2喚里OO⑬倍の高い
50縮血価を示し、ぼsレベルにおいてもこれら菌株と胎ぬ拓との血清学的交
叉反応原性が認められたが、イナバLPsに対する交叉反応健は認められなかっ
た。また、抗胎虹a施血清は、晦b翻a，S◎敬鋤騨および〇五57LPS感作S脇Cに
対してそれぞれ1，800倍、1，遂00倍および4，900倍の高い50晃溶血樋を示し、
胎虹説aとこれら菌株闘の血清学的交叉反応原性が認められた。しかし、抗イナバ
血清は、胎k就a　LPS感作S蝸Cに対して4，900倍の50菟溶血樋を示したが、
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Tabne 11 Pas~iv~ hemofiy~~~ te~ts of antisera to S. wrbaEna~ & ~oeremga~ E. coli 0157, mom･ O1 V. cholerae 
serogroup Hakata and O1 V. cho~crae 5~9B aga~nst SRBC coated witln tFueir LPS 
Antisera against V. cholerae were absorbed with V. cholerae CA385 cells as an R-antigen. 
Antiserum 
Antigen (LPS) 
Anti-Urbana Anti-Soerenga Anti-O 1 57 Anti-Hakata An i-569B 
c,J 
o) 
S. urbana (0301302) 
S. soerenga (0301) 
E. cols 0157 
Non-OI V. cholerae 
serogroup Hakata 
O1 V. cholerae 569B ~Inaba~ 
8,400 
7,900 
l0,000 
1,700 
10,000 
27,000 
22,000 
1,600 
36,000 
68,000 
7,2000 
24,000 
1,800 
1 ,400 
4,900 
83,000 
5,000 
4,900 
7,500 
砒b鋤a，S撒鵬弦およびO蝸7LPSに対する交叉反応原性は認められなかった。
以上の結果から、LPSのレベルにおいても阯紬鵬、S鯛r鋤誰、〇五57は、胎賊a
に対して明瞭な血清学的交叉反応原牲を示したが、イナバに対する血清学的交叉
反応牲は認められず、そのO抗原にO互コレラ菌のイナバ因子Cを持たないこと
が示された。すなわち、砒b鋤a，S囎r艶駒およびO且57と胎虹説aとの闇に見いだ
された血清学的交叉反応原牲は、爾醐のO抗原特異多糖預理鎖部に共通して存在
するP敬跳c残基のポAc基によって生じることが示唆され、さらに、イナバ抗
原因子Cは、その菌株螂のO抗原特異多糖側鎮の部分構造として存在する亙分
子のト淺cy五化された細潤によっては発現せず、α（五→2）結合のh畷鱗佃艶
として存在することによって発現することが示唆された。
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考察
　本章においては、現在そのO抗原関係が明らかとなっていない09と臨賊a
との血清学的交叉反応原性を菌体とLPSの両レベルで追究した、さらに、イナバ
型O王コレラ菌、09、脆虻就鵬よびユ875V艇i鋤尤のLPSとイナバおよび09
の両LPSを化学修飾して得た人工LPS抗原を用いて、〇五コレラ菌のグループ抗
原因子Aとイナバ抗原因子Cの抗原特異性を発現するLPS分子上の化学構造の解
明を試みた。また、0！コレラ菌のO抗原構造を解析する新しいアプローチとし
て、LPSのO抗原特異多糖側鎮を構成するr畷就i籔g醐itに賊跳c残基を持っ
030群滅馳舵uaおよび腸管出血性大陽菌廷．c⑪h　O且57を用いて、これら菌
株と胎鼓aねおよびイナバとのO抗原関係を菌体と螂の爾レベルで追究した。
　本研究において、これまで不明であった09と晦虹a拓間の血清学的交叉反応
原性が明らかとされ、O亙コレラ菌、09および胎kぬの3菌株間のO抗原関
係を菌体とぼsの両レベルで完全に把握することができた。
　○互コレラ菌の燃　O抗原特異多糖側鎖が　α（亙→2）結合の　獺乎細理十
9亙yc敬㌍拓椀剛購醐s鰯立鵬虹鰯興五揮駁で構成されていることが置㈱鵬ら岬］
によって報告されたにも拘らず、O王二1レラ菌の各O抗原因子を発現する化学構
造は、長年にわたって不明であった。しかし、本研究において、イナバ因子Cと
〇五コレラ菌のグループ抗原因子五を決定するL蘭　分子上の化学構造を解明す
ることができた。すなわち、一イナバ因子Cは、O王コレラ菌ぼSのO抗原特異
多糖傾班鎮を構成する引且→2）結合の瞬r囎鐵i鵬地馳剛輝鉦の鰐㌘膿鑓i鵬が
その種類を問わず獺唱Cy五化されていることによって発現することが示された。
さらに、O互コレラ菌のグループ抗原因子Aは、同地鰯興亙凋艇の蔓鋤鯛虹鵬
が3一細珊女幽一拓椀剛基で理唱剛化されることにより発現すること
が示された。このことは、イナバぼSの鰐r鵬麟i鵜獺唄cy五である3一幽o樽士
蝕噛扱醐洲§一2ヨ遂一di㎏虹脳y釦敏洲基と最も類似した吐acy五構造を持
つイナバおよび09のポ跳t化LPSが、A因子血清に対して都分的に低い抗原性
を発現すことからも推測できる。今後、本研究で得られた見知を基礎として、イ
ナバおよび09LPSもしくはO抗原特異多糖側鎖が同ho鰯囎o！抑erで構成されて
いる他の菌株LPSのpems闘iΩeトacy1基を〇五コレラ菌LPSのそれと同一の
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3一細理｛一g五yc鋤喰虹o鹸y五基に変換した半合成〇五コレラ菌LPSを調製し、そ
の抗原佳を検討することが有効であると思われる。また、030群S組馳鵬1bお
よび夏．c⑪ユ立O螂は、古くからO蟹および逓．曲戯鵬と血清学的交叉反応
原性を示すとが知られていた。本研究において、これら菌株は、さらに盟故就北
の聞に強い血清学的交叉反応原性を示すことが初めて明らかとされた。しかし、
030群S班鯛舵u餐および更．c◎亙i　O蜥は、イナバとは皿清学駒交叉反応原性
を示さないことが明らかとなった。この結果は、イナバ抗原因子cは、醐一鎚y五
化された鰐醜虹鵬がα（且→2）結合のho翻聾o畑艶として存在することによ
って発現することを示すものである。このことは、C因子抗原のエピトープ構造
との楯違に起因するものであるか、もしくは030群S慧1艶舵u該およびE．c〇五i
○蜥螂のO抗原特異多糖側鎖部に存在する灘鵬翻i舵とは巽なる糖質によ
る抗体緒合の阻書に起因するもであるかは本研究においては不明である。抗原抗
一体反応において、抗原の3次元構造は非常に重要なファクターとされている。従
って、01コレラ菌O抗原構造の3つのO抗原因子を発現する化学的本体を解明
するにあたり、〇五コレラ菌螂を含むこれらLPSのO抗原特異多糖側鎖部の3
次元構造に興味が持たれる。
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第2章　才ガワ特異抗原因子Bの解析
　〇五コレラ菌は、そのO抗原構造の相違から、才ガワ型とイナバ型の2つの
血清型に分けられ、この爾者は菌体凝集反応と凝集素吸収試験によって確立され
た〇五コレラ菌のO抗原構遣に関するABC　co㏄嚇によって明らかに血清学的に
区別できる。また、趾s説馳舵ら1側は、両血溝型O互コレラ菌ぼSをS鰯Cの
感作抗原として用いる脳および同醐をインヒビターとして用いる醐亙試験に
おいても、凝集反応と凝集素吸収試験によって確立された鎚c　c⑪脱鋤を完全に
支持する結果が得られることを報告している。従って、才ガワおよびイナバ鵬
のO抗原特異多糖側鎖部の化学構造には明らかな相違が認められるはずである。
しかしながら、爾鵬　のO抗原特異多糖側鎖の構造が、共にH菰醜螂五化
された建納のα（互→2）結合の虹㈱紬凋甑　で構成されていることが報告され
て以来十数年が経遇しているにもかかわらず、O亙コレラ菌のただ2つの斑清型
である才ガワとイナバの鵬O抗原特異多糖側鎖構造の相違は未だ見いだされて
いない。
　このような背景の申、本邦においてそのO抗原構造に才ガワ特異抗原因子遍を
持つ海水ビブリ才螂5⑪dg主鯉五（互棚脱立gi囎亙）が、さらには、本菌のイナバ
型変異株である海水ビブリ才五87§晦d魏も（螂5Y艇i藪藪t）が分離された1互η。
螂5鮎gi囎五は、そのO抗原にオガワ特異抗原因子遷を持つこと、さらにその
○抗原変異によって、違因子を欠損し、代ってC因子を強く発現するイナバ型の
変異株を与えることか引川、繭菌株はO且コレラ菌O抗原構造の解析に非常に
有用な手段となり得る。
　本章では、O亙コレラ菌の才ガワ特異抗原因子8を発現する鵬　分子上の化
学構造を明らかとする目的で、O王コレラ菌と王875のLPSを用い、それぞれイ
ナバおよび蜥5V虹磁螂には存在しないオガワおよび18禍◎rigi鰯五鵬
の特異構成糖の検出を試みた。またさらに、オガワおよび亙8750㌘igi鵬互LPSの
特異構成糖の螂における結合様式をメチル化分析によって検討し、オガワおよ
び五胴0rigi鵬五醐のオガワ特異構造の解析を試みた。
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第1節　0！コレラ菌螂　を用いた才ガワ特異構成糖の発見と同定
　〇五コレラ菌LPSの才ガク特異構成糖を検出する目的で、才ガワおよびイナバ
LPsの分解産物に含まれる糖質をガスクロマトグラフィー／マススベクトロメト
リー（GC／鵬）によって詳細に分析した。さらに、オガワ螂の搬一ソルボリシス
産物より、オガワ特異構成糖を単離1精製し、骨および亘3C一醐盈によってその
構造を解析宙確認した。
ト五　〇王コレラ菌聰の塩酸加水分解物の分析
　○且コレラ菌鵬を馳鋤紬191の方法に従って塩酸加水分解／蝸溺塩酸、
9⑰℃、五5分聞）した後、その施水分解物をポ繊榊餐雌切五餓拓t8誘導体とし
て蟹C／鰯によって分祈した。
　才ガワおよびイナバの爾鵬から、そのO抗原特異多糖側鎮を構成する晦鷲
のポ搬坊亙証組枕五曇鵬拓te誘導体が検出された。趾g。五2にその廷ト鰯の結果を
示した。P納の岡誘導体からはその特徴的なフラグメントとして鰯／z蛾争2鎚
にフラグメントイ才ンピークが検出され、またにそれらの2次フラグメントイオ
ンが駿／z跳岳2蝸芽228に検出された、さらに、オガワ螂に特異的に、2ヰ
駝抵y如蟹鵬鰯i鵬（2臨遭鉗摘）の同誘導体が検出された、服g．亙2　に示した様に、
その班一鰯においてに2闘幽姻の同誘導体に特徴的なフラグメントイ才ンとして
鰯／z五且7争蛾ヨ2馳　のフラグメントイオンピークが検出され、またそれらの2次
フラグメントイオンが鰯／z98芳2⑬⑪事228に検出された。しかし、イナバ醐か
らは、漉習繍の同誘導体は検出されず、オガワ螂にはその特異構威糖と1して
2蜘胎鋼が存在することが示唆された、
　この2鰯幽姻が事実O王コレラ菌鵬のオガワ特異構成糖であることを実認す
るために、7株の才ガワ型O王コレラ菌株ぼSと5株のイナバ型O且コレラ菌株
鵬を用いて同様に検討した結果を丁劔e王2に示した。数檀は、2鰯幽鋼を互モ
ルとした相対モル比で示した。便用した7菌株すべての才ガワ鵬から2蜘晦獺
が検出され、その含量は芙に検出された晦閥の1／且9．逐～五／30．4であった。
しかし、いずれのイナバL醐からも、脇Pe洲は検出されなかった。すなわち、
4　1
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01コレラ菌の才ガワ醐には、イナバ鵬には存在しない特異構成糖質として
2蜘％州が存在することが示された。
王一2　才ガワ特異構成糖のポacy亙墓の検討
　現在、螂の構成糖として見いだされている胎搬は、ポ鈍y亙化された状態で
存在している。従って、オガワLPSから見いだされた2闘幽搬も当然ポ螂五化さ
れていることが予想される。そこで、理一醐五基を遊離することなくグリコシド結
合を切断することができる張一ソルボリシスを用いてオガワおよびイナバの粥
を分解した後璽唄cy五鉦di切ヱac説a加誘導体としてGC／鯛によって分祈した。
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　才ガワ及びイナバ野Sの臥ソルボリシス産物から、そのO抗原特異多糖側鎮を
構成する理斗細理古幽一旋施簸y亙搾醐翻虹鯉（紬弧説）の理協y五証組切ト
跳説誠e誘導体が検出された。その班一鰯の結果を晦．亙3に示した臼細概説
の同誘導体からはその特徴的なフラクメントとして鰯／2螂書3⑬2害遵32にフラグ
メントイ才ンピークが検出され、またそれらの2次フラクメントである鰯／z2遂2雪
372にその特徴的なフラグメントイ才ンピークとそれらの2次フラグメントイオ
ンがそれぞれ検出された。さらに、オガワ弼に特巽的に、H班嚇醐y五化さ
れた2魏幽棚（醐幽r弧説）の同誘導体が検出された。距g。亙3に示した様に、
2蜘聖艶駅或の同誘導体からはその特徴的なフラグメントとして鰯／z亙〃，3⑪2，鰍
にフラグメントイオンピークが検出され、またそれらの2次フラグメントイオン
が鰯／z242茅3幽，372に検出された。しかし、イナバ更Sからは、2蜘P艇㎜銚の同
誘導体は、検出されなかった。すなわち、オガワ螂の特異構成糖として見いだ
43
〔A〕
242φ302
H2C◎細
AcOCH
AcOCH
　HCNH・COCH（◎Ac）C帖CH2◎Ac　魂32巾372
　HCOAc
　　CH3
M徽：5ヱ9
圃
242曲302
　肖2CO細
闘簿OCH　　　　　　　　　　　　　　　　玉豆7
AcOCH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　344
　　　…　　　　　　　　　　　　　　1　HC渕肖・COCHくOAc）CH2CH20Ac404一曲372
　　HCO舶
　　C｛
賊激讐娼王
C⑬搬費◎墾藪遇 股鵯搬艶重豆鰯雪鰯／箆（量蚊艶蓬亘重y言賜） 亙）銚鱈㌶ed　打⑰獺
84（32．9）包至姑（蝸⑬、O）雪孟菖7（鍋。且）苦242（聖。7）雪
3⑬2（遂．遂）雪3至2（至嬉．2）ヨ330（豆2，8）害3η（3⑪．⑬）害
3撃⑪（3．2）争432（玉8．6）。
至亙7（且OO．O）ヨ王45（20．王）言王87（5．5）争242（3．4）争
302（4．O）昔3μ（嬉，王）争362（2．王）芳372（婁．毎），
4⑰4（4．且）．
○騨雛
　鋤姪
亙鯉碗
○騨雛
到g．夏3　醐一触鑓§幽惚⑪資W一鋤y旦創出施亘ac銚銚e細夏i蝸重量耽§ぱ聾更o艶㎜i鵬　〔A］
鯉d2－0一鯛卿至卿搬独1荻§固c鮒畑g杜3一舶雌y－L一的cぴo一賊欄y且gro哩
舶胞c施d　i亙酔⑪釦銚§⑬f貫砕§◎亘湘1y§量§◎f01玖c加2ぴ鮒　O騨概a鋤d亙醐ba習S
された2鰯銚州は、鵬O抗原特異多糖側鎖を構成するP鉗彌のポ螂五墓と同一
である3鉦e枕◎烈y五基によって概一acy五化されていることが示された。
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1－3　オガワ特異構成糖の精製とその解析
　才ガワPsのHトソルボリシス産物から見いだされた才ガワ特異構成糖である
2蜘瞼㎜銚を分離1精製し、脳盈によって解析1確認した。
　才ガワPSを張一ソルボリシスした後、その産物を跳9雛胎トPb（耀就鉗s，7．8x
300鰯）カラムを用いた高遼液体クロマトグラフィーによって精製し、晦駆或
および2脆Per附説をそれぞれ7．亙琵およびO．3％の収率で得た。
　丁純五e五3に才ガワLPSから精製して得た夢彫駆説と2蜘習鉗酊就の舟聰盈の結
果を示した。P鉗蛆説は、5．22，3．鍋、堪．聰、3．93、遵．五〇、五．23、堪。36，2．互互、
ユ．93および3．8五鯉鰯の五〇本の強いシグナルとして観察され、その化学シフト値と
カップリング定数から遁一13一細xy）古幽噛虹o鯉鰯虹虹4事6せ由眺ジα・
鯛鰍駆鰍闘すなわち細駆説であることが確認できた。この結果は、盟鰯e
ら1則の報告と良く一致していた。一方、2蜘P駆駆説　からは、胎鋼　と　ポ
3搬杜醐y五基に由来する蝸本のシグナルに加えて3．56騨にメトキシプロト
ンに由来するシグナルが観察された。
　丁鋤e且逐にオガワ鵬から精製して得た晦弧或と脇晦駆説の豆婁C一醐鰯の
結果を示した。晦蛆説からは、晦摘に由来する6本の強いシグナルとその　ト
8cy五墓である3搬虹⑪鎌y五墓に由来する遂本のシグナルが観察された。この緒果
は、骨鰯～の結果と同様に既報の結果と艮く一致していた。一方、2闘幽貧蛆説
からは、胎搬　と蝿一3弧説艶籔y亙基に由来する蝸本のシグナルに加えて跳咀35
p醐にメトキシカーボンに由来するシグナルが観察され、さらに、2蜘習艶鮒銚の
2位のカーボンに由来するシクナルが碧艶駅曲のそれと比べ約蝿鱗低磁場シ
フトしていることから、メトキシル墓は細醒の2位に繕合していることが示さ
れた。すなわち、オガワ醐から見いだされた特異構成糖は、2蜘細駅説である
ことが確認された、
　さらに、精製して得た2馳触概説のトおよびレ立鉢醒置を検討した。習甑概説
および2魏挑r蛆説の全メチル化S＋）一および鼠十）一2劫械g亙yc⑰§鹸誘導
体のガスクロマトグラフィー（乱c）における、全アセチル化鞭oづ獺鵬立加且に対す
る相対俣持時闘1T、夏）は、それぞれ五，27および互．28であった。これは、ポ立体配
置である胎r酊銚の爾誘導体と一致するものであった。また、それらのGc／鰯分
45
Tab~e 13 IH- NMR data of N- 3 - deoxy- ~･gty cero- tetrony~- O~ per08amine amcl N- 3- deoxy - ~jgly cero- tetrom}yll-
2-0-methyE- o~perosam~me pur~~fied from O1 V. cholerae NIH 41 (Ogawa) LPS 
The values are expressed as chemical shifts (ppm) relative to that of internal acetone (2.225 ppm). 
Coupling constants are given in parentheses (J, Hz). Spectra were recorded for samples in D20 at 25'C 
(5 OOMHz) . 
Compound H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-2t H-3ta H-3'b H-4! O-Me 
J:~ 
a) 
PerNTet 
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5. ??22 
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5.38 
( I .8) 
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(3 
99 
.3) 
63 ??
4.04 
~10.3) 
4.07 
~10.6) 
3.93 
(10.3) 
3.87 
(10.6) 
4. 
(6 
10 
.2~ 
4.06 
(6.3) 
1 .23 
1 .22 
4.36 
(4.0) 
(8.4) 
4.35 
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(8.4) 
2.11 
(4.8) 
(7.3) 
2.1 1 
(5.5) 
(7.3) 
1.93 3.81 
(4.0) 
1.93 3.81 
4.0) 
3 .5 6 
Tablle 14 13C-NMR data of N-3-deoxy-L-gtycero-tctrouy~- a.-peEiosamime and N-3-cleoxy~1･glycero- ~etromy~-
2-0-methyH-a.-perosam~me purified from O1 V. chotorae NIH 41 (Ogawa) LPS 
The values are expressed as chemical shifts (ppm) relative to that of internal acetone (-CH3, 30.09 ppm). 
Spectra were recorded for samples in D20 at 25'C (100.50MHz). 
Com pound C-1 c=2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-If C-2t C-3t C-4t O-Me 
PerNTet 
2MePerNTet 
93.53 
90.37 
69.52 
79.40 
70.16 
70.5 1 
52.54 
52.99 
66.62 
66.51 
16. 
16. 
53 
51 
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176.72 
6
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35 
35 
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.50 
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.41 
.43 58.35 
析において観察されたフラグメントイオンもまたよく一致していた。すなわち、
オガワLPSから見出された2鰯e瞼㎜説のレおよびレ立体配置は、そのO抗原特
異多糖側鎖都を構成する晦甑説と同一のD一立体配置であることが示された。
　以上の結果から、0！コレラ菌の才ガワ醐は、イナバLPSには存在しない
特異構成糖として、肘g．五遂に示すN－3一由o理士glyc鮒一te虹0荻yト2舟鯛挑班一D一
鰐r◎S翻iΩeを持つことが初めて明らかとなった。
N
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第2節　海水ビブリ才獅5LPSを用いた鮎g立鰯1特異構成糖の発見とその同定
　五875鮎gi蝿五は、そのO抗原構造にオガワ特異抗原因子遷を持っている。従
って、王875鮎g立鰯五鵬にもまた、そのイナバ型変異株である螂5マ駁i鋤毛
には存在しない特異構造が存在するはずである。また、王棚鮎g主鯛亙とオガワ
は、共にO抗原構造に同一の遷因子を持つ以上、その抗原因子を決定する化学構
造、すなわち蜥5腕g立囎互証撚の特異構造はオガワのそれと類似しているこ
とが予想される。そこで、鮎gi鰯ユおよびマ鉗主翻もの爾螂5眼sを用いて、そ
の蔽一ソルボりシス産物から鮒gi鰯五の特異構成糖の検出を試み、さらにその
⑪dgi鯉五特異構成糖を分離1精製し、その鰯憂による解析1確認を行なった。
2一且　蜥5遭Sの豚一ソルボリシス産物の分析
五875◎r立gi鵬1LPSの特異構成糖を検出する目的で、且8術PSを服一ソルボリ
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シスした後、その産物をN－acy五a雌加1愚c説就e誘導体としてGc／闘sによって分
析した。
　五8750dgi鵬1および螂5晦立鋤七の両弼から、そのO抗原特異多糖働鎖を
構成する粥乎hy鉦oxy興o祉㎝y五p㈱s鑓i舵（P鉦醐酬のポ餐cy亙証di切姑㏄拓拓
誘導体が検出された。その班一醸Sの結果を趾g．亙5に示した、虹醐艀の同誘導
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体からはその特徴的なフラグメントとして鰯／z螂、230，360にフラグメントイ
才ンピークが検出され、またそれらの2次フラグメントイオンが鰯／z王70事30◎
に検出された。また、亙875吐igi鵬五PSに特巽的に、理十虹y虹眺y距哩立o瑚ト2－
O一駝毛削鰐r⑪鯛虹鵬（2鰯8P駈醐艀）の同誘導体が検出された。服9．蝸に示した様
に、夏ト鵬において、2魑幽欄艀の同誘導体に特徴的なフラグメントとして鰯／z
且互7呈230，332にフラグメントイ才ンピークが検出され、またそれらの2次フラグ
メントイオンが鰯／z王70，272ヨ300に検出された。しかし、五875v班ね就Psから
は、2蜘胎洲O艀　の同誘導体は、検出されなかった。すなわち、且欄Odgi囎1
鵬には、五875V腿i磁螂には存在しないその特異構成糖である2晦胎鋼畷P
が存在することが示唆された。
2－2　五8750rigi聡1特異構成糖の精製とその解祈
　互蝸鮎菖i鵬1鵬　から見いだされた特巽構成糖である2臨馳鵡般の単離1
精製を行ない、鰯鼠によって解析色確認した。
　螂5駈igi鯛五夢sの搬一ソルボリシス産物から、オガワ特異構成糖の精製と同
様の方法で2蜘瞼鯛艀を単離苗精製し、細醐搬および2蜘晦鵬艇をそれぞ
れ互O．5％および2．O晃の収率で得た。
　丁釧e互5に、精製して得た細蝸般と2馳胎r鰯駿の亘憂禰費の結果を示した、
P艶棚般は、5．蝸、3．留2，3．88，3．88，3．9違、五．且思、2．52および3、総鯉翻の8
本のシグナルとして検出された、その化学シフト櫨とカップリンク定数から遵、ポ
砒舶簿理一全く3一虹y鉦醒y）聾r鞭立棚翻i由一ガ鍵鰯鞭y臓鵬畿　すなわち里敬醐艀であ
ることが確認できた。また、鵬甜蟹醐般からは、習叡鮒銚に由来する8本のシク
ナルに加えメトキシルプロトンに由来する3、鵯醒鰯のシクナルが観察された。
　丁搬8王6にその亘3c一鰯盈の繕果を示した。聾敬鵬艀からは、胎洲に由来する6
本のシグナルが観察された、これらシグナルの化学シフト櫨は、細弧説におけ
る結果とよく一櫨していた。さらに、そのポ郷五基である3曲鉦郷興囎i⑪珊亙
基に由来する3本のシグナルが検出された。2蜘牝州O鍛からは、胎r醐畷に由来
する9本のシグナルに加え、メトキシル基に由来する58．58鯉鰯のシグナルが観
察された。また、2馳晦蜘搬の2位のカーボンに由来するシクナルは、晦醐搬
49
Tabne 15 IH-NMRdata of N-3-hydEioxypropionyH-a"-perosaEnine and N-3-hydroxyplfopionyl-
2-0- methyn- o~ perosamime p~ri~ied from lvtarime vibrio bfio- ~elfogroup 1875 O~iigimal LPS 
The values are expressed as chemical shifts (ppm) relative to that of internal acetone (2.225 
ppm). Coupling constants are given in parentheses {J, Hz). Spectra were recorded for samples 
in D20 at 25'C (500MHz). nr = Not resolved. 
Com pound H1 H-2 H 3 H-4 H-5 H 6 H - 2 t H - 3 ' O-Me 
PerNOHP 
2MePerNOHP 
5.15 3.92 3.88 3.88 3.94 
(1.8) (3.1) (9.2) ~10.1) (6.1) 
5.31 3.56 3.91 3.86 3.92 (nr) (4.0) (10.4) (10.4) (6.1) 
1.18 
l.16 
2.52 3.86 
(6. I ) 
2.51 3.85 3 49 
(6.1)
CJl 
O 
Tabfle I~ 13G NMR clata of N-3- hydroxyprop~ouyH-o~ perosamine and N-3-hydroxyp~opionyl- 2- O-methyl-oe -
perosam~ne polrified from M~}rine vihr~o b~o-serogroup 1875 OriginaH LPS 
The values are expressed as chemical shifts (ppm) relative to that of internal acetone (-CH3, 30.09 ppm). 
Spectra were recorded for samples in D20 at 25'C (100.50 MHz). 
Compound C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6 C-It C-2' C-3t O-Me 
PerNOHP 
2MePerNOHP 
93.37 69 66 70 38 52 92 67 13 16 81 
90.53 79.53 70 39 52 92 66 99 16 69 
174.76 
174.70 
38.62 57.72 
38.60 57.71 58.58
のそのシグナルに比べ五0．13鯉耐氏磁場にシフトしていた。従って、2馳P蟹NO般か
ら検出されたメトキシル基は、P洲鵬Pの2位に結合していることが示された。
すなわち、18750dgial　LPSから検出された特異構成糖は、2蜘P洲O搬であるこ
とが確認された。
　さらに、精製して得た2鰯幽洲0般のD一およびレ立体配置を検討した。2蜘胎朴
0艀の全メチル化S＋ジおよびR＋）十虹切！91ycoside誘導体のGLCにおけ
るT、。は、それぞれo．97およびo．99を示し、D一立体配置である晦N0艀のそれ
ら誘導体と一致するものであった。また、それらのGc／鵜分析において観察され
たフラグメントイ才ンもまたよく一致していた。すなわち、玉8？50dg立鵬五ぽS
から見出された2魏幽鵡駿のポおよびレ立体配置は、そのO抗原特異多糖
側鎖部を構成する胎r醐艀と同一のト立体配置であることが示された。
　以上の結果から、蜥5鮎gi蝿五鵬は、五875晦立鋤尤に存在しない特異構成
糖として獺一3却血o珊騨虹o逸yト2－O一鍵抵y五廿聾搬麟i鎚を持っことが示され
た冊g．且6）。従って、共にそのO抗原構造に才ガワ特異抗原因子遷を持つ〇五コ
レラ菌才ガワおよびヱ胴◎独立聰五L聾sは、爾菌株螂　に共通な特異構成繕と
してポacy五化された2闘e畑Nを持ち、この特異構造がオガワ特異抗原因子Bを
決定する鵬分子上の化学構造である可能僅が示された。
　　　　　○帥～人向遺一閉
罫ig．王6　　S言脳ct似夏e⑪f1V＿3＿hydζo災ypζ◎pi◎恐yレ2＿0＿醐e重hyトD＿
pe醐a棚i鵬is◎1搬dfro鰯M鮒1鵬曲曲b1o－s㈱gぎo哩王8乃
Origi蝸1LPS
第3節　〇五コレラ菌および海水ビブリオ蜥5螂のオガワ特異構造の解析
　○互コレラ菌LPSのオガワ特異構造の解明を目的として、才ガワおよびO虹一
gi醜1L醐から特異的に検出された、それぞれ理一3班e虹㎝y五および理十㎏鉦o断
5　ヱ
興◎凶Ωy五化された2鰯幽洲の鵬O抗原特異多糖側鎖における結合様式を1醐S
のメチル化分析によって検討した。しかし、常法のメチル化分析では、分析段階
におけるメチル化によって導入されたメチル墓と蝋に本来存在する2融幽搬に
由来するメチル基を区別することができない。そこで、重水素ラベルされたヨウ
化メチル（CD。亙）を用いてメチル化分1析を行なった。
3｛　オガワおよびイナバ蘭のメチル化分析
才ガワおよびイナバ鷺のc跳亙を用いたメチル化分析よって検出された各誘
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導体の班一醐Sの結果を趾g．五7～且9に示した。
　Fig．五7に示した様に、オガワおよびイナバの爾PSから、そのO抗原特異多
糖側鎖を構成するPe洲h◎艶興五y鵬rの2位に置換墓を持つP甑弧説に由来する
五身2ヨ5位にアセチル基を持つ誘導体が検出された。その£ト闘Sにおいて、同誘
導体に特徴的なフラグメントとして鰯／z蛾，ヱ92皇269亘3μにフラグメントイ
オンピークが検出され、またそれらの2次フラグメントイ才ンが鰯／z五33，238
に検出された。また、Fi9．五8に示した様に、イナバPsからは、非還元末端の
P艇附説に由来する且、5位にアセチル基を持つ誘導体が検出された。その星ト
鵬において、同誘導体に特徴的なフラグメントとして鰯／z蝸言脳ラ蜥、269身
工蟹z
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3五6ヨ349にフラグメントイ才ンピークが検出され、またそれらの2次フラグメン
トイオンが鰍／z五33ヨ2且3に検出された。しかし、オガワPSからは、非還元末端
のPer㎜眺に由来するこの誘導体は検出されず、代って非還元末端の2脆P敬W説
に由来する亙害5位にアセチル基を持つ誘導体が検出された。Fig．五9にその班一
鵬の結果を示した。同誘導体からはその特徴的なフラグメントとして鰯／z五09，
互互7ヨ且64，269，316，346にフラグメントイオンピークが検出され、またそれらの2
次フラクメントイオンが鰯／z五33，2王oに高感度で検出された。また、P鉗蛆説
および2蜘P敬鮒説に由来する他の誘導体は、検出されなかった。これらの結果
は、才ガワLPSの特異構成糖として検出された2馳P艇鮒説は、そのO航原特
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異多糖側鎖を構成するP艶酊或ho鮒poly鮒の分妓糖として存在することを否定
するものであり、また、2蜘P艇弧etも、置換基を持たない非還元末端糖としてユ
分子のみ存在することを示している。
3－2　五8750d菖i鯛五および狛d醐t　PSのメチル化分祈
　18750㌘立9i蝸ヱおよびV雄i鋤尤PSのCD菖亙を用いたメチル化分析によって検
出された各誘導体とその更ト鰯の結果を趾9．20に示した。
　1胴0ri9立鵬ユおよび晦i鋤尤の爾PSから、2位に置換基を持つPe地O艀に
由来する五，2，5位にアセチル墓を持つ誘導体が検出された。また、且875V敏i翻t
からは、非還元末端の晦蜘艀に由来する五、5位にアセチル基を持つ誘導体が検
出された。しかし、互8750d9立鯛螂Sからは、非還元末端のPe棚艀に由来す
るこの誘導体は検出されず、代わって非還元末端の2蜘P納鯉に由来する1，
5位にアセチル墓を持っ誘導体が検出された、また、他の賊鰯般　および脳8甘
晦醐艀に由来する誘導体は検出されなかった。この結果は、オガワLPsと同様
に、五8750rigi蝸けPSの特異構成糖として検出された2魑幽揃畷Pは、そのO
抗原特異多糖側鎖を構成する晦N0艀のh畷螂王潤艶の非還元末端部に五分子の
み存在することを示している。
　以上の結果から、距g．21に示した様に、〇五コレラ菌の2つの血清型である
オガワおよびイナバの螂は、爾螂のO抗原特異多糖側鎖を構成する晦蛆説
のα1五→2）結合のh㈱興畑艇の非還元末端部においてその構造が異なり、才ガ
ワ螂においてのみその非還元末端部に亙分子の2蜘細弧説が存在することが
示された。また、そのO抗原構造にオガワ因子遭を持つ螂50㌘立gi鰯互螂もま
た、距g．22に示した様に、O抗原特異多糖側鎖を構成する胎洲O搬のα1王→2）
結合のh㈱紬凋蟹の非還元末端部において、そのイナバ型変異株である互875
狛d騨就ぽSとは異なり、五分子の2臨給腿O搬が存在することが示された。す
なわち、この才ガワ特異構造である2醐幽洲が、才ガワ特異抗原因子聾を決定す
る化学的本体である可能性が強く示された、
55
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　本章においては、〇五コレラ菌の才ガワ特異抗原因子Bを決定するLPS分子上
の化学構造の解明を目的として、オガワおよびイナバ型〇五コレラ菌びSのオガ
ワ特異構造を解析し、またさらに、そのO抗原構造に才ガワ特異抗原因子湿を持
つ王8750dgi脆亙とそのイナバ型変異株である互875V虹鋤ものぽSを用いて五875
0rig立鵬1LPSの才ガワ特異構造を解析した。
　01コレラ菌のただ2つの血清型である才ガワとイナバのO抗原特異性は、血
清学的には才ガワ特異抗原因子Bとイナバ因子cの発現によって決定される。
○互コレラ菌のO抗原は、その細胞壁外膜に局在する鵬のO抗原特異多糖側鎖
部の構造によって決定され、O互コレラ菌LPSの抗原性は事実、凝集反応によっ
て確立されたA脱㈱c嚇を完全に支持するものである。イナバ因子Cを発現す
る跳分子上の化学構造については本研究の第且章において明らかとした。オガ
ワ特異抗原因子聾の化学的実体すなわち才ガワおよびイナバ型O王コレラ菌鵬
の化学構造の相違に関し、オガワ醐　はその特異構成糖として遂一畷虹㈹蝿bゴ
蝸闘を含むことが報告されている£遵2ヨ捌。しかし、その再現牲が認められない
こと1側から、飽の特異溝成成分の存在が検討されてきた。また、化学分析とは
異なったアプローチとして、才ガワ特異牲を発現する遺伝子領域の検出に代表さ
れる分子生物学的解析がなされ里それによって発現する酵素タンパクの属定が検
討されてきた晦理蝸事例。しかし、オガワ特異性を決定するびs分子上の化学構
造はこれまで解明されていなかった。
　本研究では、O互コレラ菌螂のオガワ特巽構成糖の検出を試み、その結果、
オガワ特異構成糖として　璽一3噛螂一と一幽一滅鰯yト2せ鍵曲五サ灘鵬一
麟i舵を検出することに初めて成功した。さらに、そのO抗原に才ガワ特異抗原
因子3を持つ獅50rigi鰯亙の鵬においても、そのイナバ型変異株である互棚
狛d磁螂には存在しない特異構成糖として3－hy細珊郷pi醜yト2舟鰯繊汁
ト瞬㌘os翻i鵬が検出されたことから、ポ鋤y互化された2乎綴説㎏亙分聾醐鑓虹雛簿
が才ガワ特異抗原因子遷を発現するi鱗醐幽餓i鵬肘s曙鑑である可能性は極め
て高いものと思われる。
　また、才ガワおよび王8750dgi囎五螂から見いだされた特異構成糖は、共に
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　　　　　　　　　〔A〕　　　　　　　　　　　　　　［剛
2一㎜凱hoxy1　group　of
　　2M幽NTet　　　杜3－de蝋y一レ9伽舳一
鞠．23　Th㈱d1鵬鵬io蝸1醐de1§ofp夏opo鰐d並◎肘ed以d㎎P雛室s◎f
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曲虹籔　⑪f　O至玖む加～ぴ鰐　O騨淑＆〔A〕鋤d　至蝸b翁〔瑚L習S
元構造の解析と2舟蹴曲y五廿瞬醐s鰯虹§を非還元末端に持つ興醐s鰯立鵬h鰯一
p曲蹴の種々の合成アナログ体を用いた免疫化学的検討に輿味が持たれる。
　前述の様に、急佳伝染病コレラを撲滅させるためには、副作用のない真に有効
なコレラワクチンの開発は必須である。現在まで、死菌および生菌の経ロコレラ
ワクチンの開発研究がなされて来た。しかしながら、副作用の下痢や長期効果が
得られないことなど、いずれも満足すべき結果が得られないのが現状である。一
方、O王コレラ菌螂は、強力な抗菌抗体すなわちVi納㏄立劔抗体を産生する
ことがF立幽1蜘州21によって報告され、さらにその抗体は明瞭に〇五コレラ菌
のO抗原特異牲を示すことが知られている。このことは、この抗菌抗体は、01
コレラ菌のO抗原に対して産生されることを示している。また、胆s銚艶鵬ら
晒1および丁改漫脇騨ら1且61は、〇五コレラ菌ぼSとコレラトキソイドの複合体を
合成し、そのマウス腹腔内および経口投与によって高い抗菌1抗毒素抗体を産生
することを報告している。これらの事実は、経口投与可能な新型コレラワクチン
（コンポーネントワクチン）の開発の可能性を示すものである、しかし、G理拓
60
ら1州が指摘する様に、ワクチンとして有効なぼs一コレラトキソイド複合体の
合成には、〇五コレラ菌O抗原の化学的実体を解明することが必須の条件であっ
た、従って、本研究によって得られた成績を墓礎とする、安全で副作用の低い真
に有効な新型経ロコレラワクチンの開発に期待が持たれる。
6　五
総　括
　本研究では、〇五コレラ菌のO抗原因子A，遍およびC因子を決定するLPS分
子上の化学構造を明らかとする目的で以下の実験を行なった。従来報告されてい
ない胴rO玉コレラ菌s㈱駆o哩臨k就aとY．e就艇㏄o雌i囎09との血清学
的交叉反応原性を菌体凝集反応と凝集素吸収試験によって検討し、さらに、この
血清学的交叉反応原性を眼s　レベルで受身溶血試験によって検討した、また、
○王コレラ菌のイナバ抗原因子Cを決定する燃分子上の化学構造を解明する目
的で、イナバ型O互コレラ菌およびO§螂の化学修飾を行ない天然には存在し
ない全く新しい人工抗原ぼsを調製し、これら人工ぼs抗原の抗原特異姓と
胎滅aおよび海水ビブリオ且875倣i磁に対する斑清学的交叉反応原佳の変化
を受身溶血反応と受身溶斑醒止試験によって遺究した。また、同人工脳抗原を
用いた受身溶斑反応と受身溶血阻止試験によって、O王コレラ菌のグループ抗原
医1子盈　を決定するぼs分子上の化学構造の解明をも併せて試みた。さらに、そ
のぽS　O抗原特異多糖鰯鎖部の部分溝造に粥唱鵬切如艇聰磯i総を持つ、03⑬
群賊鰯鵬五狛および腸管出斑控大陽菌大腸菌蔓．cぬ　O螂とイナバおよび
臨ぬ拓との斑清学的交叉反応原控を菌鉢と眼sの爾レベルで検討することによっ
て、イナバ抗原因子cの化学的実体をさらに追究した。また、オガワ特異抗原因
子葛を決定するLPS分子上の化学構造を解明する目的で、O且コレラ菌旺Sの
オガワ特異構造の解明を試みるとともに、そのO抗原構遺にオガワ医1子昌を持つ
互獅鮎gi鵬五燃の、そのイナバ型変異株である夏875マ納磁の螂には存
在しない、才ガワ特異構造の解明を試みたむ
　蔓故誠窪と09は、菌体と燃の爾レベルにおいて明瞭な血溝学的交叉反応漂性
を示し、O王コレラ菌を含む3菌株闘のO抗原関係が明らかとされた。
　イナバおよび09燃の化学修飾によって、α（王→2）結合蝿一餐c鋤互、ガ郷一
幽珊五および弼奴植y如撒s翻i舵h8鯛紬躍雛をそのO抗原特異多糖側鎖部に
持つ人工抗原醐を調製し、さらにこれら人工鵬抗原の化学的性状を検討した
結果、その糖鎮構造には影響を与えることなく鰐o鰯i囎のポacy亙基のみが
変換されていることが示された。調製した人工LPS抗原を用いた受身溶血反応と
受身溶血阻止試験において、これら人工ぼs抗原は抗イナバ、抗胎鼓就aおよび
6　2
抗五875Y班i鋤t血清に対して強い血清学的交叉反応原性を示した。すなわち、
イナバ抗原因子Cを顕著に発現することが示された。従って、イナバ抗原因子C
の本体は、化学的には〇五二1レラ菌、1滅嚢掴、09および1棚LPSのO抗原
特異多糖側鎖部を構成するα／王→2／結合の騨鵬翻i舵b畷囎曲縦がその種類
を閏わず概欄y五化されていることによって発現することが示された。さらに、
A因子血清を用いた受身溶皿反応と受身溶愈阻止試験において、イナバ鵬のグ
ループ抗原因子A　は、ぼSを摘一遇錫cy五化することによって消失し、さらにト
6餓cy互化L醐を理一acy五化レて得た入工ぼs抗原においても発現しないことが示
された。すなわち、○互コレラ菌の共通抗原因子Aは、O且コレラ菌鵬　のO
抗原特異多糖側鎖部を構成する鰐醐鰯i鵬虹鰯聯五瀬敬が3一紬将士9五y鮒炉
減醐珊亙基によってポ脱y亙化されていることによって発現することが示された。
　一方、030群S班翻鵬互bおよび夏。cぬ　O螂は、菌体とぼSの両レベル
において臨藍説姦との閥に明瞭な斑清学的交叉反応原佳を示すが、イナバとの聞に
はその皿清学的交叉反応原僅を示さなかった。この繕果は、O粥群S姐鰯鵬亙亙曇
および更。c⑪互主O螂亙、粥は、そのO抗原溝遺にイナバ因子Cを持たないことを
示すものであり、イナバ因子Cはポ鋤y互化された灘膿磁立鵬がα（王→2）緒合
の血鰯鱗亙y鰯叱して存在することによって発現することが示唆された。
　才ガワ燃は、O王コレラ菌螂のオガワ特異構造としてその猟O抗原特異
多糖欄鎖の非還元末端部に互分子の弼寺紬笈ぎ士g五y鵬醐一も紡囎yト2舟駝油汁
馳破瞭c 馳破籔遷
　⑭鰯嚢
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馳銚籔c
馳磁破A
◎
S曲e㎜e3　　Ch竃搬量鯛互鋤砒亘銚of鰯官ig鋤f鋤施鵡陀§亘漬虹墨虹O一鋤芭ig鋤of
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レ鰐r鵬虹鵬を持つことが示された。さらに、且胴Odgi鰯五LPSにおいても、
蜥5晦i鋤れPSには存在しない且8750dgi鯉亙特異構造としてそのO抗原特異
多糖側鎖の非還元末端都に且分子の澗乎㎏虹蝋y興鞭io獺yト2乎鯛曲班廿鰐附
鯛虹鵬を持つことが示された。従って、オガワおよび五8750虹gi鯛五LPSのO抗
原特異多糖側鎖の非還元末端都に特異構遺として共通に存在する弼一跳y五化され
た2＋総挑y互サ聾鮒s鰯i荻eが、才ガワ特異抗原因子遍の化学的本体であること
が強く示唆された。また、才ガワのO抗原変巽の様式から、前述のイナバ抗原因
子Cの抗原決定都位はオガワ特異抗原因子轟のそれと同様にO且コレラ菌L習Sの
○抗原特異多糖側鎖の非還元末端郡に存在することが示唆された。
　以上、本研究によって、O王コレラ菌のO抗原構造を構成する01コレラ菌の
グループ抗原因子A、オガワ特異抗原因子遭およびイナバ抗原因子Cのそれぞ
れの活性を発現する螂分子上の化学構造が明らかとされた、今後、本研究で得
られた知見を基礎とした、01コレラ菌LPS　を用いた新型コレラワクチンの開
発に代表される〇五コレラ菌鵬の医学的応用研究に期待が持たれる。
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；巨馬粂ρ）晋喀
一般事項
王．使用菌株
　本研究に便用した菌株とその由来および培養条件を丁捌8E且に示した。菌株
は・それぞれの至適条件で振握培養し・五20℃・20分加熱殺菌した後、遼心分
離により集菌しむ得られた菌体は・蒸留水で3圓洗浄した後、アセトン乾燦
菌体とした。
晦ble趾　便用菌株と培養条件
菌株 由来 培養条件
〇五yibri◎cholerae
………ero尤ype　Oga澱a
　蛆脳亙
　　醐珊90
　　P1418
　　SL蘭一22
　　3棚／13
　　脆oΩ13
　　閉一1
　serotype　五Ωaba
　　569B
　　35A3
　　V86
　　艀47
　　C5
V．　cho1erae
　serogroup　Hakata　487－85
五
6
Vibrio　bio－serogrouP　五875
　0rigina1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6
　V班ia枇　　　　　　　　　　　　　　6
普通ブイヨン培地（鎖7．8）
　　37℃、五6　時闇
　　　　　〃
　　　　　〃
　　　　　〃
　　　　　〃
　　　　　〃
　　　　　〃
〃
〃
〃
〃
〃
普通ブイヨン培地（鯛7．8）
　　37℃、蝸　時闇
1．5％食塩加普通ブイヨン培地（PR7．8）
　　　　　　28℃、16　時聞
　　　　　　　　　〃
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菌株 由来 培養条件
Yersinia　e湿terocolitica
09T㌻2！
S81鰯oΩe1亙a　泌rbaΩ3　費ohde
S証鮒Ωeu淺so敬棚駒87亙X
£schedc虹acou
　○互57：馳9A2
普通ブイヨン培地（沸7．0）
　　28℃、2堪時聞
普通ブイヨン培地（錫7．c）
　　37℃、16時間
　　　　　〃
互）大友信也榑士（化学および斑清療法研究所竜熊本）．2）大橋誠樽士（東京
都立衛生研究所1東京）．3）霜鳥翔一樽士（九州大学医学部1福岡）．遂）脱由
費。A。町砥e互説8iパ弛鰐れ駝爺尤甜駈c㌘曲如亙昭y，s曲80五⑪重蜘遇ic立鵬争晩加敬s立坊
of駄s艶虹一鮎畷bね望鵬A）．5）合田朗榑士（北里大学衛生学都囲東京）、6）島
田俊雄博士（国立予防衛生研究所細菌部曲東京）．7）緒方幸雄榑士（杏林大学医
学部島東京）．8）　田村和満博土（国立予防衛生研究所細菌部1東京）．
2。ぼSの摘出珀精製
　螂は、アセトン乾燥菌体から紬t曲鉦ら帥1のフェノール1水摘出法によ
り摘出した。
　アセトン乾燥菌体（3C　g）を王。C互の蝸諾フェノールに懸濁した後、65℃で
阻も漱尤猛鉄を用いて5分閥激しく擾粋した。懸濁液は、氷水申で王o℃に冷却
した後、遠心分離（王4里⑬⑬O夏g要29分）により水層、フヱノール層および菌層
に分離した。得られた水層とフェノール層を分取した後、遂醜フヱノールを再び
菌層にカロえ、更に前述の摘出操作を2国繰り返した。得られた水層とフェノール
層は一夜透析した後、減圧下王80虹に濃繍し、各濃縮液の趨遠心分離／互蝸ヨ⑬c8夏
g盲互遵時闇）によって得られた沈漬を糧　LPSとした。粗ぼSは、蒸留水に溶解し
た後、趨遠心分離の反復（互蝸事簿CO　x　g，3時聞、6回）により精製した。O互
コレラ菌、海水ビブリ才王概、蓬．c◎五立O醐およびS．幽翻aは水層由来の
LPS、胎k説a，Y．髄拓醐cぬ尤i聰09およびS．s舵㌘棚鯛はフェノール層由来
の　LPSをそれぞれ用いた。（収率：王．遠～遂．遂％）
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3．LPS多糠部の調製
　○ヱコレラ菌、海水ビブリオヱ875およびY．e就艶㏄o眺i囎　09LPSの多
糖部（PS）は、Gab篶os　ら1副の方法に従って調製した。
　LPs1500鵯）を醜酢酸に溶解（50囎／鰯五）し、不溶僅のリピドAが遊離する
まで（2～遵時間）王0C℃で加水分解した。反応液は、遠心分離（蝸盲⑪⑬0x　gヨ
蝸分）によりリピドAを除去した後、蒸発乾園して細甑翁鋤剛y闘㏄h餅幽
（艀S）函分とした。得られた醍S函分は、Se曲魂破ポ馳Geトf立亙尤r誠主醐12．叙
燃臓、溶出液：蒸留水）により分画して醐を得た。（収率：王7．9～鵯．⑬％）
検出器には示差属折率計（S虹鰯遠醐争鰯一6A）を用いた。
4．化学分析法
糖質は、以下に示した方法で誘導体化した後ガスクロマトグラフィー（GLC）お
よびガスクロマトグラフィー／マススペクトロメトリー（GC／鵬）によって分析
した。
堪一互　申僅糖の分析
　試料搬μgを⑭。5虹の2蕊トリフル才口酢酸に溶解し、螂℃、五時聞加
水分解した後、減圧下蒸発乾圃した。残漬は、蒸留水に溶解し水素化ホウ素ナト
リウムで還元した後、ピリジン／無水酢酸（且1且）で全鈍説y五化して姦雌加ト
淺ce拓加誘導体とし、プロクラム王の条件で乱cおよびGc／鰯を行なった。フル
クトースは、試料螂紅gを鴉酢酸で搬℃、2時聞加水分解し、臨曲虹蝸y
ら1521の方法に従って2舟鰯統㎏亙蝋i鵜化した後、ピリジン／無水酢駿（互：3）で
全鋤的五化し、o協嚇亙舟鰯柳五醒i鰯琶誘導体として前述と同様の条件で＆c
およびGC／駆を行なった。
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逐一2　アミノ糖の分析
　試料500μgを0．5鰯ユの螂塩酸でユOO℃、ユ6時闘加水分解した後、滅圧下
蒸発乾固し、五％炭酸水素ナトリウム水溶液に溶解後、無水酢酸（20μ五）を加えて
ポ鎚的1化した。反応液は減圧下蒸発乾圃した後、前述と同様に還元し全搬切五
化して跳一a㏄切1a五ditぬcぬ拓誘導体として、プログラム2の条件でGLCおよ
びGc／鰯sを行なった。
4－3　ポacy五化鰐醐s翻i鵬の分析
　N－aCy五化弾OS鰯i鵬は、禰一aCy五基を遼離することなくグリコシド結合を切
断することができる無水フッ化水素（酬ソルボリシス1531によって試料を分解
した後分析した。
　試料搬μgをO．δ鉦の服に溶解し、O℃、3時闇援弾した後、五0倍量の
冷却したジエチルエーテルを加え、更に2gの炭酸カルシウムを加えて旺を
申和した後、窒素気流下で蒸発乾園した。糖質（g五ycosy五搬ori細は、蒸留水
で抽出した後、80℃、30分聞加水分解し、前述と同様に還元後全餐c的ユ化し
てポ淺cy！a雌捌禽鵬滅8誘導体とし、プログラム3の条件で糺cおよびGc／闘s
を行なった。
4一堪　比色定量法
　血嚇搬はOsbomのシステイン1硫酸法牌1，2如toヰdeoW㏄t㎝ic8c立d
（醐o）は馳issba曲の遇ヨウ素酸旬チオバルビツール駿法晒1により定量した。
それぞれの標準物質として聖一幽一型一幽一h嚇ose（A1杜ich，USA）および
KD0（Si翻a，USA）を用いた。
5．メチル化分析
PSのメチル化は、胎k臓◎riの方法156］に従って行なった。カルバニ才ンは、
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棚μ9の水素化カリウム懸濁液（3脇言A晦ic虹）を石滴エーテルで3圓洗浄した
後、減圧下乾燥し2．5鰯五のジメチルスルフ才キシドを加えて調製した。
　試料2鴎をO．2鰯五のジメチルスルフォキシドに溶解し、0．遠鰯亙のカルバニ
オンを加えて室混で盗時闇撹群した後、氷冷下o．8鰯五のヨウ化メチルを加え、
室混で3時闇援幹した。反応液は、滅圧下ヨウ化メチルを除去した後、2⑭鉦の
蒸留水に懸濁させ、S瞥胎鼓C皇。カートリッジ（留説駈s玉鵬A）に吸着させた。こ
のカートリッジを2⑰虹の蒸留水で洗浄した後、2⑪組の無水メタノールで溶出
し、滅圧下蒸発乾園して全メチル化Psを得た。
　全メチル化醐は、⑪．5鉦の艇に溶解した後、⑬℃、3時聞ソルボリシスし、
駈を滅圧下完全に除去した。残漬は、O．5虹の蒸留水に溶解し、趨⑪℃、3⑬分闘加
熱処理した。得られた糖質は、水素化ホウ素ナトリウムで一夜還元した後、ピリ
ジン／無水酢酸（亙：五）で全就e榊化し丁捌e　E2に示したプログラム盈の条件で
㏄／鰯によって分析した。
6．乱cおよびGc／鰯S
　糺Cは、S虹鰯昼醐GC一脇ガスクロマトグラフを用いて丁搬e醜に示した分析
条件により行なった。検出器には水素炎イ才ン化型検出器（F珊）を用いた。GC／
鰯は、跳一3⑰O（日本電子）を便用し、鋤と同様の条件で潮定した。趾艶虹醐
i鞭a枕鰯ss簸艶枕臓説ry（遣ト鰯）はイオン化電圧卿銚　で溺定し、Cb翻主鵬互
i⑪虹z就io獺鰯鎚s鰐c虹⑪鍵虹y（Cト鯛）には反応ガスとしてイソブタンを用い
た。糖質は、夏y五鰯（和光縞薬）を内部標準物質として用い、ピーク繭積法によ
り定量した。
丁劔8更2脱cおよび邊c／鵬の分析条件
プログラム　　　カラム
亙　　　　　鵬一210
2　　　　　　　　肌BO獺　豆菱盈一52
3　　　U蝸醐搬｛2
遵　　　　　　　　UL迅0N　盟獄一52
カラム温度
且80～2蜘、5℃／分
180～2螂ヨ逐℃／分
180～300，5℃／分
五50～320舅5℃／分
インジェクション温度
250℃
2馳℃
2闘℃
250℃
DB－2五010，25鰯x30鰯，鰯Scieぬfic，CA、むSA）
UL馳湘豚52（0．25鰯x25鰯，Shi醐aCh磯i⑫uぬs虹ies，L㎜）
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7．核磁気共鳴（醐R）スペクトル
ト五．　ユ3C’脳Rスペクトル
　試料は、重水（99．9ぬ鰯％D，Aユddch）で凍結乾燥後再び重水に溶解しクロ
マトグラフ用グラスウールで不溶物を除去した後、5鰯φ　の潮定管に封入した
（液高遅臓）。潮定はy虻立鎚G鋭加豆3⑪⑳Sもしくは日本電子α一500を便用し、
それぞれ共鳴周波数花．◎O鰯zおよび五25．65鰯zでアセトン（和光純薬）を内
部標準物質としてそのシグナル（一C亘。）を30．⑰9鯉鰯に固定して測定した。各シ
グナルは、C｛COSYによって帰属した。C一貫カップリング定数（3H）は、G誠詔
細co鞭亙iむg馳幽で潮定して求めた。
ト2．　舟醐賢　スペクトル
　潮定試料は、前述と同様に調製した。測定はV蹴立餓G磯立虹300Sもしくは日
本電子α一搬を便用し、それぞれ共鳴周波数搬．⑬o馳および500．⑪o搬zで
アセトン（和光純薬）を内部標準物質としてそのシグナルを2，225鯉鰯に圃定し
て測定した。各シグナルは、ポ畳cosYによって帰属した。
第互章に関する実験
互．眼sおよびPsの化学修飾
！イ　　ポ飴8鮒亙　化
　PS　のポ細鎚y亙（炉幽c洲化は、C斑◎賛ら1捌の方法に従って行なった。試料
20⑬鵯を⑪．五駕水素化ホウ素ナトリウムを含む2醐水酸化ナトリウム水溶液20
虹に溶解し、搬℃、2蒔閥カ酒熱した。反応液は氷冷下2闘塩酸で申和した後透
析し、その内液を遠心分離（互5雪㈱x　g，且5分）し不溶物を除去した上清を減圧
下に蒸発乾固した、残潜は蒸留水に溶解した後se曲ad銚H◎Geト重疵r就立◎籔
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（1．3x五00c綴，溶出液：蒸留水）により分画し、得られた多糖体函分を理■幽cyl
PSとした。　（収率：遂2～63％）
　醐の理一幽cy五化は下記の様に行なった。試料2鰍9を前述と同様に理一幽cy五
化し、透新後その透析内液を遠心分離（且5室⑪⑭o　x　g壇蝸分）した、沈濱を2⑬鉦
の蒸留水に懸濁した後、トリェチルアミンを加えて可溶化し、蒸留水に透析し
た。その内液を遠心分離（且5ヨ㈱笈g男玉5分）して不溶物を除去した後、凍結
乾燥してト幽cy五化鵬とした。（収率153～60琵）
1－2　N咽e切且化
　ポ銚cy螂Sのポ跳的五（ポ虹）化は脆細批1捌の方法に従って行なった。
試料50鴎を蝸鰯五の且琵炭駿水素ナトリウム水溶液に溶解し、3廼O紬五の無水
酢酸を加え室渥で互時闇援幹した。反応液を蒸留水に透析し、遼心分離（且§争⑪o舷
g、亙5分閲）して不溶物を除去した後、減圧下蒸発乾圏した。残漬は、蒸留水に
溶解した後S鞭紬由笈G一馳鮎一貴批r就立剣五．3x螂脳、溶出液：蒸留水）によ
り分画し、得られた多糖体画分をポ虻聡とした（収率：⑬o～鋼蒐）。弼一銚cy五
化ぼsの蝿一虹化は、下記の様に行なった。試料醜曙　を前述と同様にポ虹
化し、反応液を透析した。透析内液を遠心分議して不溶物を除去した後、凍緒乾
燥してポAcぼSを得た（奴率：五且O～互且8琵）。
ト3　閥一聾r⑪p立◎獺y五イヒと摘一もむty㌘y亙　イヒ
　ポ銚cy五化Psおよびぽsのト酪理i鰯y五（ポ敗⑪）化とポb枕深y五（理一思批）
化は、獺却鉦棚灘cc虹i虹曲　を用いた活控化エステル法13ηにより行なった。
　活性化ヱステルは、以下に示した方法で調製した。それぞれ鰯μ五のプロピ
オン酸および酪酸に、搬蝿の弼一㎏鉦簿樽馳㏄滅虹由を含むジオキサン溶液2虹
と鰯躍の水溶僅カルボジイミド1ト§曲班ヰ13一鉦鰯も㎏亙鰯i鯛夢醐醐互）c艇細一
担立虹由的鉦㏄鉦o虹曲〕を含むジ才キサン／メタノール澆合溶液（王1互ヨ3鰯互）
を加え、25℃、2蒔聞水浴申で援幹した。反応液は、滅圧下蒸発乾圃し、蝸虹
のベンゼンに懸濁した後、吸引濾遇し、濾液を滅圧下蒸発乾固した。残漬は、シ
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リカゲル（Kie舵1騨160事鰯敬ck）1カラムクロマトグラフィー（王．3x30c鰯，
ベンゼン／アセトン、50：王）で精製し、プロピオン酸串よび酪酸の瀞性化エス
テルを得た（収率：蝸～50％）。
　鯉一dAcy五化PSのポ敗⑪およびトB枇化は、試料50鴎を蝸鰯且の50繍炭酸
水素ナトリウム緩衝液（錫8．5）に溶解した後、蝸鵯のプロピオン酸及び酢駿
の活佳化ユステルを加え、25℃、3時闇水浴申で撹弾し、再び同量の活僅化ユス
テルを加え、さらに蝸時聞援弾した。反応液は、透析後減圧下蒸発乾圃し、
S§曲銚跳G－50G8ト董ut㌘就io麺（互．3x五08臓男溶出液：蒸留水）により分函
し、その多糖体画分を凍結乾燥して理舟oおよび理一彊批習Sとした（収率：85～
95琵）。
　ポdAc班化LPSの獺一腕およびポ馳t化は、以下の方法で行なった。試料馳
鴎を前述と同様にトP醐およびポ賊化した後透析し、その透析内液を遠心分離
（五5芽o00x　g官15分）して不溶物を除去した後、凍結乾燥して摘廿oおよび閥一
跳七LPSとした（奴率：五肌～u6繁）。
2。血清学的手法
2｛．抗血清の調製
　本研究に便用した抗血清は、s鮎鰯ぬとs欽駆放i1剛の方法に従って調製し
た。カシトン培地で37℃、蝸時聞培養した各菌株を滅菌生理食塩水に懸濁し、
互O⑪℃、2時聞加熱処理した後、滅菌生理食塩水で3回洗浄した。菌体は、
㈱鵬における濁度が亙．0（2x互炉個／剛になるように滅菌生理食塩水に懸
濁して免疫抗原とした。免疫は、O．5，1．O，2．O，堪．0虹の免疫抗原をそれぞれ
堪日闇隔で家兎に静脈投与した、最終の投与カ）ら互週闇後に再び遂．0鰯1の免疫
抗原を投与し、更にその五週闇後に心麟採血して抗血清を得た。得られた抗斑清
は、y．cho1搬8CA搬を用いてR一抗原に対する抗体を吸収（後述）した後、
血清学的実験に供した1571。
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2－2、凝集反応と凝集素吸奴試験
　凝集反応と凝集素吸収試験は、賊砥銚と聾鰯醐鋤固　の方法に従って行な
った。菌株は、前述の条件で培養した後、各菌株を滅菌生理食塩水に懸濁し、
且00℃、五時間加熱処理した後、減菌生理食塩水で3圓洗浄した。菌体を搬鰯
における濁度が且．り2x蝸8燭／鰯互）になるように滅菌生理食塩水に懸濁し抗原
液とした。凝集反応は、⑪．25虹の抗血清の2倍希釈列に⑬。25虹の抗原液を加
え、50℃、且違時闘反応させた後判定した。抗斑清の希釈液には⑪曲螂％滅菌食塩
水を用いた。凝集素吸収試験は、全菌抗磁清に前述と岡様に処理した菌体を懸濁
し、闘℃、3⑬分聞反応させた後、遠心分離（蝸雲搬x　g身蛇分）によって吸収抗
原を除去した。この操作を3圓繰り返した最後の遠心上清を吸収血清として、
並清学的実験に供した、
2－3、受身溶血試験と受身溶血阻止試験
　受身溶斑（剛試験および受身溶斑阻止（搬）試験は、航銚艶鵬ら1側の
方法に従って行なった、爾試験における希釈および洗浄液としては、⑬．且5鰯塩
化カルシウム、⑪．§搬塩化マグネシウムおよび⑬．83琵塩化ナトリウムを含む
8．25幽バルビタール緩衝液（鎖7．3）を用いた、また、爾試験に用いた感作赤
斑球は、ヒツジ赤血球⑰．互虹に互鴎／虹　の弱アルカリ処理ぼs（⑰、2§鰯水
駿化ナトリウム、鴉℃、王時闇）⑬曲且75虹　およびバルビタール緩衝液⑬。7§虹
をカ酒え、37℃、3⑪分聞インキュベートした後、同緩衝液に懸濁して調製した。
　弼　試験は、以下の方法で行なった。鰯倍希釈斑溝の2倍希釈列⑬芭2虹
にO．2虹の⑪．5琵感作赤斑球浮遊液⑬。2鰯五および2⑬μ五のモルモット補
体（王O倍希釈液、極東製薬工業）を加え37℃、3⑬分インキュベートした。
反応後、亙鉦のバルビタール緩衝液を撫えて遠心分離し、上清の姐3鰯におけ
る吸光度を潮定して蒐溶血を求めた。溶血対照と非溶斑対照にはそれぞれ抗斑
清の代わりに蒸留水とバルビタール緩衝液を用いた。血濤の各希釈倍率に対する
溶皿曲線を作成し、50％溶血樋を求めた。
　P駆試験は、0．互鰯五の抗斑清に種々の濃度のインヒビター螂溶液O．且鰯五を
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加え37℃、30分インキュベートした後、0．2鰯五のO．5憾作赤血球浮遊液およ
び20μ亙のモルモット補体を加え、37℃、30分聞インキュベートした後、繭
述と同様に吸光度を潮定した。抗皿清は、五〇〇％溶斑を示す最大希釈率のものを
用いた。％溶血阻止の値を算出し、インヒビターの濃度に対する溶血阻止曲線を
作成して50％溶皿魍止濃度を求めた。対照として、抗斑清を含まない補体対照
とインヒビターを含まない溶血対照を用いた。便用したO王コレラ菌O抗原に対
するA因子皿清は、国立予防衛生研究所、島田俊雄榑士より分与された。A因子
血清は、抗イナバ型O且コレラ菌抗血清を海水ビブリ才蜥5y虹磁で吸収し
て調製したもので、凝集樋は繊倍であった。
第2章に関する実験
王．　Oヱコレラ薗のオガワ特異溝成糖の検出
　○互コレラ菌LPSの才ガワ特異構成糖は、以下の方法で検出した。試料亙曙を
胎d鰍昼閉の方法に従って、蝸鵬酸で9⑰℃、五5分加水分解後減圧下蒸発乾園
し、その残漬を一般事項遵一2アミノ糖の分析に示した方法で誘導体化した後、
肌CおよびGC／搬　によって分析した、
2．O亙コレラ薗および螂5螂のオガワおよびOdgi鰯亙特異構成糖のポ
8剛基の検討
　試料2鵜を0．5鰯五の駆に溶解し一般事項遂一3ポ鋤y五化瞬醐s磯i鵬の
分析に示した方法でソルボリシスした後誘導体化し、GLCおよび蟹C／駆によって
分析した。
3．　O王コレラ菌　螂の才ガワ特巽構成糖および王875ぼSの鮎紅鰯1特異
構成糖の分離掴精製
○互コレラ菌　LPSの才ガワ特異構成繕および1875鵬’の0rigi鯛五特異構
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成糖は・以下の方法で分離曲精製した・才ガワおよび螂5鮎gi姐PS螂曙を
蝸鰯互の硬に溶解した後、0℃、3時闇ソルボリシスしむ反応液は、ドライ
アイス／アセトン（一75℃）で冷却し、蝸　倍量の同様に冷却したエーテルを加
えた後、3⑬9の炭駿カルシウムを加えて搬を申和したく室混）・糖質は、反応
液を窒素気流下で蒸発乾園した後蝸虹の蒸留水で3圓摘出した・描出液は、濃
縮後腕欝跳洲列および腕欝銚且（C魏。C◎〇一）を用いて脱塩した後凍結乾燦し
た。得られた糖質は、馳9敏P砥一恥（？。8x3⑭⑬鰯望畷誠艇s蔓鵬息）カラムを用い
た艀LCによって分画1精製した。艀LC　は、S虹鯉遥鵬LC－6Aを便用し、検出器
には示差属折率計（s虹鰯鋤鰯峨）を使用した臼溶出液には精製水を用い、
⑪。蹴／分の流遼で溶出した。得られた各函分は、ピリジン／無水酢酸（五：互）で
全アセチル化したのち鮒　およびGc／駆　によって分析し、〇五コレラ菌聰
のオガワ特異穣成糖および且87δ鵬のOdgi蝿五特異構成糖を得た（収率：オ
ガワ、O．3％：五875脱i誰i鯛五、2。⑪％）。
遂．オガワおよび0dg鯛五特異構成糖のレおよびレ立体配置の決定
　才ガワおよび螂5湿gi班路から摘出精製した特異構成糖のポおよびレ
立体配置は、G艇虹g　ら1瑚の変法によって検討した。
　特異構成糖（搬鵬）をC立概淺鰯と盟餅敏1醐の方法に従って全メチル化し
た。得られた全メチル化糖を2臨駿一S＋ジ　および費十）一2一幽ね螂互に溶解
し、85℃、互遵時聞処理し、丁銚82蛋に示したプログラム互の条件で6c／鵬によっ
て分析した。内部標準物質には、醐セ鵬地互を用いた。
5．その飽の実験
　○且コレラ菌オガワおよび螂50虹gi鯛亙鵬の特異構成糖の検出を目的と
したメチル化分析は、重水素ラベルされたヨウ化メチル（C廼・亙望姐虹側を用い
て、一般事項5メチル化分析に示した方法に準じて行なった。
76
~[F~)~~: 
1. Aumann, P. & Schuber~t, 
systematic bac'teriology, 
The ~~!illiams and Wilkins 
R. H. W. (1984) in 
(Krieg, N.R. , ed.) 
Co., Ba t more. 
Ber g ey 
vol. l, 
' s mawal of 
pp. 516-55C, 
2 . Flnkelstein, R. A. (1973) CRC Cr i t . Rev. ~icrobiol . 2, 553~623. 
3. Sakazaki , R. 
(Bergan, T. 
? . . (1984) Donovan, T J 
ed.) vol.16, pp.271-28S 
in ~ethods 
Academic 
in microbiology 
Press, London. 
4. Sakazaki, R. & 
100. 
Tamura,K. (1971) J pn .J. Hed. Sci . Biol. 24, 93-
??
Ramamur~thy, T. 
G.B., Shimada, 
A. &Takeda, Y. 
Garg, S., Sharma, R., Bhattacharya, S.K., 
T. , Takeda, T. , Karasawa, T. ~ Kurazano; H. 
(1993) Lancet 341, 703-704. 
Nair, 
, Pal, 
6. Albert, ~. J. 
Ansaruzzaman , 
704. 
Siddipue, A. 
~. , Faruque, 
K' ~ 
S' ~' 
Islam, ~. 
& Sack, 
S' ~ 
R' B' 
Faruque, A. S. 
(1993) Lancet 
G. , 
341, 
??
Shim~da, 
Takeda , 
T. 
Y. 
, Nair, 
(1993) 
G. B. 
Lancet 
, Deb, 
341 , 
B. C. 
1347. 
Al bert , H J.~ Sa;ck; R.B. & 
8. Willkinson, S. G. (1977) in 
cell (Sutherland, I.W. , 
Surface 
ed.) pp 
carbohydr~tes of 
97-175 Acade~iic 
the prokaryotic 
Press, London. 
9 _ Redmond, j. ~. (1g75) FEBS Lett. 50, 14?-149. 
1 O . Kenne , 
(1982) 
L., Lindberg, B. 
Carboh･y-dr. Res. 
, Unger, P., 
ICO, 341-349. 
Gustafsson , B. & Holme, T. 
li. 
12. 
H i satsune , 
research on 
N.F.~ ed.) 
~:~~1i-
K., Yamamoto, F. & Kondo, S. (1985) in Advances in 
olera and related diarrheas (Kuwahara,S. & Pierce, 
pp 17-24, ~artinus Nijhoff Publishers, Boston. 
(1990) ~~~ A {~ti: Ei ~c BI~: ~ s;z~" 45 (6) , 891-901. 
13. Hisatsune, K., 
Gen. Microbiol. 
ffayashi, ~., Haishima, 
135, 1901-19C7. 
Y. & Kondo, S. (1989) J. 
77 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
Kaca, W., Brade, L., Rietschel, E.T. & Brade,H. (1986) Carbohydr. 
Res. 149, 293-298. 
~~'t_'~~'~i~Ci/'--'.__. ~~~~~~~i~-･~'-"'- -. (,"~~*7~~~~?~ A~r!Ij~~~~. ~t~!~:~~~~. )~~Z{--~'~--･~i~ 
(1985) Ei2~~~]~I~~~~~~ 4C, 191. 
Tokunaga, E., Imagaxya, Y. , Kudoh, K., ~uraoka, T. , Ohtomo, N. , 
Kondo, S. & Hisatsune, K. (1988) in Advances in research on 
cholera and related diarrheas (Kuwahar~, S. & Pierce, N.F., ed.) 
pp215-223, ~artinus Nijhoff Publishers, Boston. 
Shimada, T. , Sakazaki, R. & Oue ~ (1987) J. Appl. Bacteriol. 
62, 453-456. 
Shimada, T. , Sakazaki, R. & Tobita, K. (1987) Jpn J ~ed Scl 
Biol. 4C, 153-157. 
Shinada, T. & Sakazaki, R. (1988) J.Appl.Bacteriol. 64, 141-144. 
Haishima, Y., Kondo, S. & Hlsatsune K (1990) ~lcrobiol Immunol 
34, 1049-1054. 
Kondo, S., Ishida, K. , Isshiki, Y., Haishima, Y., Iguchi,T. & 
Hisatsune, K. (1993) Biochem.J. 2g2, 531-535. 
~cCullough, N.B., Eisele, W. & Beal, G.A. (1948) J. Infect. Dis. 
83, 55-59. 
Feely, J.C. (1969) j. Bactenol 99 645 649 
Barua,D. & ~atanabe, Y. (1972) j. Hygg. (Camb.) 70, 161-169. 
Caruff, ~. , Bundle, D. R., Perry, M. B. , Cherwonogrodzky, J.~. & 
Duncan, J.R. (1984) Irfect. Immun. 46, 384-388. 
Caruff, ~. , Btsndle D R & Perry, ~.B. (1988) Eur. J. Biochem. 
139, 195-200. 
~~~~E~li]. ~~~~~!~-. ~~,~_"~'~Cii___---' (1989) ~~' 36 ~]~~_.,~~~/)/~~:~~~~~?~f 
~~:~ pp 45-5C. 
78 
2 8 . Corbel , M.J. & Wr ay , C. (1975) Br. Vet. J. I~l 324-333. 
29. Corbel , ~. J. (1975) J. Hyg .(Camb.) 75, 151-171. 
30 . Corbel , ~. J.(1979) Contr . Microbi ol . Immunol . 5, 50-63. 
31. Bundle, D. 
255-264. 
R., Gerken, M. & Perry, M.B. (1986) Can.J. Chem. 64, 
32. Perry, ~. B. 
W. (1986) 
Bundle, 
Carbohydr 
D. R. 
Res 
Maclean, L., Perry, 
156, 107-122. 
J. A. & G iffith, D. 
33. Perry, 
Biol . 
H.B. , ~acLean, 
64, 21-28. 
L. & Griff ith, D. W.(1 ~86) Biochem. Cell 
3 4 . Nobechi , 
Univ. 2, 
K. (1923) 
43-8g. 
Sci. Rep. Gov .Inst. Infect. Dis. Tokyo Imp. 
3 5 . Kauff mann , F. (1950) Acta Pathol . ~i crobi I . Scand . 27, 283-299. 
36. LOderitz, O. (1967) J Bacteri o I . 93, 1681-1687. 
37. Seid, R. C. & Sdoff, J. c. (1981) J. Biol. Chem. 256, 7305-7310. 
38 Bock K & Pedersen, C. (1983) In Advances In 
chemistry and biochemistry (Tipson, R.S. & Horton, 
41, pp 27-66, Academic Press, Nexy York. 
carbohydrate 
D., ed.) vol  
39. Bock, K., 
l037-1040. 
Lundt , I. & Pedersen , C. (1980) Tetrahedron Lett. 13, 
40 . Hisatsune, 
Biol. 31, 
K. , Kondo, 
i81-184. 
s. &Kobayashi , K. (1978) Jpn. J. Med. Sci. 
41 . Kenne, 
Trans. I 
L., Unger, 
, 1lg3-1186. 
P. & Wehler, T (1988) J. Ch em . Soc. Perkin 
4 2 . Rednond , J.W. (1978) Biochem. B i o phys . Acta 542, 378-384. 
4 3 . Kahir S. (1982) I nfect . Immun. 38, 1263-1272. 
79 
44. Hisatsune, K. Kondo, S. (1980) B i o chem . J. 185, 77-81. 
4 5 . Franzon V.L. & Hanning, P. A. (1 986) I nfect . Immun . 52, 279~284. 
46. ~ard, H. 
Hackett, 
~. , 
J. A. 
~orelli, G. 
& ~anning, 
, Kanke, ~. 
P.A. (1987) 
, ~orona, R. , Yeadon, 
Gene 55, 197-204. 
J' ~ 
47. Ito, T. 
(1991) 
, Ohshita, Y., Nakamoto, T., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 
Hiramatsu K  
175, 679-684. 
? Yokota, T. 
48. Bundle, D. R. 
Biochemistry 26, 
Cherwonogrodzky, 
8717-8?26. 
J. W. & P erry , ~. B. (1 987) 
49 . Gu pta, 
Infect. 
R.K.~ Szu~ 
Immun. 6C~ 
.C., riakelstein, 
3201 -3208. 
R.A. & Robbi ns , J.B. (1992) 
50. Westphal, O. , 
148-1 55. 
LOderitzO. & Bister, R. (1952) Z. Naturforsch. 7b, 
51. Gal anos, 
Eur. J. 
C. Rietschel, E.T. , 
Biochem. 19, 143-152. 
Ltideritz, o &West phal , O. (1971) 
52. ~awhinney, T. , Feather, 
(1878) . Carbohydr. Res. 
~. ~ 
75? 
klar inetz, 
C21-C23. 
R. R. & Barbero, G. j. 
5 3 . ~ort , A.J. & Lam port, T. A. (1977) Anal . Biochem . 82, 289-309. 
54 . Osborn , ~. J~ (1963) Pro c . Nati . Acad. Sci . U S.A. 50, 499-506. 
55 Welssbach A. & Hurvi t z , J (1959). J. Biol . Chem . 234, ?05-?09. 
56 . Hakonori , S. (1964) J Biochem. (Tokyo) 51, 205-208. 
57. Shimada, T. & 
155-160. 
S kazaki ,R. (1973) Jpn. J. ~ed. Sci . Biol. 26, 
58. Gerwig, G. 
Carbohydr . 
J. ? 
Res . 
Kamerling, J. 
62, 349-357. 
P. & Vl iegenthart, J. F. G. (1978) 
59. Clucaw I & Kerek, F. (1984) Carbohydr . Res. 131, 209-21 7. 
80 
